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1. Einleitung

1.1 Funktionelle Anatomie der humanen Lunge

1.1.1 Die Anatomie des Bronchialbaumes

Die spezielle Geometrie des Bronchialbaums bedinmg homogene Bellftung der termina-
len LuftrAume sowie die Schaffung einer moglichst3gn Oberflache. Nach Eintritt in das
Lungengewebe teilen sich die beiden Hauptbronchie® rechte und 2 linke Lappenbron-
chien, welche sich wiederum in Segmentbronchieaweigen. Das weitere Teilungsmuster
wird als irregular dichotom bezeichnet, wobei silen gemeinsame Querschnitt der Tochter-
aste gegenuber dem des Hauptstammes vergro3dadlgEa weitere Teilungsgenerationen,
wobei die Bronchioli terminalis den letzten Abscdhulier rein konduktiven Luftwege bilden.
Der respiratorische Anteil, d.h. der Ort des Gasausshes erstreckt sich von den Bronchioli
respiratorii Uber Ductus alveolares (0,25-0,4mmg|cive in den aus einzelnen Alveolen ge-
bildeten Sacculi alveolares enden. Von der Trad¢hi®au den Alveolen entfallen ca 15 Ver-
zweigungen auf den konduktiven Teil, ca. 6-8 aefBlionchioli respiratorii und Ductus alve-
olares. Als Gesamtlange des Bronchialbaumes wet8ecm angegeben, wobei davon nur
etwa 0,9 cm den respiratorischen Anteil bilden.

Als Azinus werden alle LuftrAume bezeichnet, dia emnem einzigen Bronchiolus terminalis
ausgehen und damit die funktionelle Einheit der deumlarstellen. Der Durchmesser eines
Azinus wird mit ca. 0,5 cm angegeben und umfas®0¥00 Alveolen. Ein Lobulus mit
einem Durchmesser von 2 cm wird von mehreren Agétildet, von einem Bronchiolus ver-
sorgt und ist durch Bindegewebssepten begrenziciDdiese Teilungsarchitektur steigt die
Gesamtoberflache exponentiell an, von 2,54 ender Trachea tiber 70 énim den luftleiten-
den Abschnitten bis zu etwa 143 im den Alveolen (Weibel 1997). In diesen insgesa6t
Millionen Alveolen der menschlichen Lunge findetr d@asaustausch durch Diffusion Uber

die 5-8 um dicken Interalveolarsepten statt.

1.1.2 Der Lungengefal3kreislauf

Die meisten intrapulmonalen GefaRe sind Aste dePémonalis bzw. der Vv. Pulmonales
und damit Vasa publica des Lungenkreislaufs. Digp@monalis verlauft entlang der sich
aufteilenden Bronchien, ihre Endaste, die Artenipla den Interalveolarsepten und versorgen
die Bronchioli respiratrii, die Ductus alveolarele Bindegewebssepten und das subpleurale
Gewebe. Nach etwa 7 Aufteilungsgenerationen haleekleinen Arterien einen Durchmesser

von etwa 2-3 mm, die daraus hervorgehenden Artrinlessen 50-150 um. Uber Prakapilla-



2 - Einleitung

ren von 40-70 um Durchmesser gehen sie in die eaahbn Alveolarkapillaren (6-9 um)

uber, die ein dichtes Netzwerk ausbilden.

Die Versorgung der Bronchien bis zu den Bronchieliminales, des peribronchialen Gewe-
bes und der Lungenarterien erfolgt durch die RonBhiales und Vv. Bronchiales, die als
sog. Vasa privata Teil des Korperkreislaufs siné. \&rlaufenden mit den Bronchien und
entspringen aus der Aorta thoracica oder der 3. Bz\w. intercostalis. Beide Gefal3systeme
sind durch Anastomosen miteinander verbunden. R®amte kapillare Oberflache einer
Lunge eines Erwachsenen misst ca. 120mz2.

Der vendse Abfluss erfolgt aus den Postkapillarerdie 50-80 um weiten Venulen und
schlie3lich weiter in die gréReren Venen, die im dindegewebslamellen zwischen den

Segmenten zum Lungenhilus ziehen, wo sie sich albd&en Vv. Pulmonales vereinigen.

1.2 Die idiopathische pulmonale Fibrose

1.2.1 Epidemiologie

Diffuse Parenchymal Lung Diseases (DPLD)

DPLD of known cause (e.g. drugs, Idiopathic interstitial Granulomatous DPLD

: - S Other forms of DPLD
collagen vascular diseases) pneumonias (e.g. sacoidosis)

IIP other than
idiopathic pulmonary

Idiopathic pulmonary
fibrosis (IPF)

fibrosis
|
Desquamative Respiratory
interstitial pneumonis {bronchiolitis interstitial
(DIP) lung disease (RB-ILD)
Acute interstitial L Cryptogenic organising
pneumonia (AIP) pneumonia (COP)
Lymphotic interstitial L Nonspecific interstitial
pneumonia (LIP) pneumonia (NSIP)

Abb. 1: Klassifizierung der DPLD

Die gebrauchlichste Klassifizierung wurde 2001 den ATS/ERS erstellt und legt besonderen Wert
auf die interdisziplinare Interpretation von Kliotgen, radiologischen und pathologischen Befunden
(ATS 2002)
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Die idiopathische pulmonale Fibrose (IPF) wird aathkryptogenische fibrosierende Alveo-
litis bezeichnet und stellt eine eigene Untergrugeetiber 200 verschiedenen Typen umfas-
senden interstitiellen Lungenerkrankungen dar (D#set al. 2001).

Die Erkrankung zeigt ein weltweites Auftreten, wolde Angaben in der Literatur zu Inzi-
denz bzw Pravalenz divergieren. Eine 1990 durchgtdiiFall-Kontroll Studie schatzte die
Pravalenz fur IPF auf etwa 3-6 Falle/100.000 in Akgemeinbevolkerung, wobei Manner
haufiger als Frauen erkranken (Scott et al. 199Qahre spater fand eine populationsbasie-
rende Studie in Bernalillo County, New Mexico, eigivalenz IPF von 20,2 bzw. 13,2
(?) und eine Inzidenz von 10,#) bzw. 7;4 ¢) (Coultas/Hughes 1994ie familiare Form

ist selten und hat z.B. in Grol3britannien einenefinton < 1% (Demedts et al. 2001). Ein
beschriebener Anstieg der diagnostizierten Erkragkund ihrer Mortalitat (Gribbin et al.
2006; Johnston et al. 1990; Wells et al. 1996)an kktzten Jahren ist nicht zuletzt durch die
verbesserten diagnostischen Méglichkeiten wahrathbbki

Etwa Zweidrittel sind bei Erstmanifestation altés 60 Jahre, wobei das mittlere Alter bei
Diagnosestellung bei 66 Jahren liegt (ATS 2000).

1.2.2 Usual interstitial pneumonia - das histologische Mster der IPF

Das spezifische, histologische Muster einer filsietenden interstitiellen Pneumonie ist die
Usual interstitial pneumonia (UIP), welche erstm898 von Katzenstein beschrieben wurde
(Katzenstein/Myers 1998). Charakteristisch ist beterogener Wechsel von interstitieller
Fibrose, Areale moderater Entziindung oder honignf@bmiger Struktur und normalem
Lungengewebe.

Der gro3te Anteil des fibrotisierten Gewebes bdshels eosinophilem, azellularen Kollagen,
dessen Ablagerung die Alveolarsepten verdickt udrie Narben formt. Weiterhin lassen
sich dort kleine Aggregationen von proliferierendéyofibroblasten und Fibroblasten ( Kuhn
et al. 1989; Katzenstein 1986) nachweisen, welthd&-iroblasten Foci bezeichnet werden.
Diese Herde entstehen durch Organisation aus aadhgdigtem Lungengewebe bzw. sind
im Zuge der Wundheilung auch in anderen Gewebefinden (Myers/Katzenstein 1988;
Kuhn et al. 1991)In der Diagnostik der UIP sind die Fibroblasten iFegsentiell, denn sie
reprasentieren wahrscheinlich einen aktiven Kraigpezess. Durch Immunhistochemie
wurde die gesteigerte Kollagensynthese durch diéegenden Myofibroblasten bewiesen
(Kuhn et al. 1989).

Die honigwabenformigen Areale sind gekennzeichnettlvergrof3erte Luftraume, umgeben

von bronchialem Epithel oder hyperplastischen Pruayten und getrennt durch verdickte
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Septen. Sie entsprechen einer irreversiblen Nedstrarung und Narbenbildung als Antwort
auf einen chronischen Entziindungsprozess, ausgglést eine Vielzahl von Ursachen und
sind daher nicht spezifisch fur die UIP. Ein ah#el Kollaps und dessen Reorganisation

scheint Teil der Pathogenese zu sein (Katzensgsdb)1

1.2.3 Atiologie

Verschiedene Umwelteinflisse, besonders minerajsdetallische bzw. Holz-, Stein- oder
Sandstaube, werden fir die Krankheitsentstehuranteortlich gemacht (Hubbard et al .
1996; Heppleston 1991Auch die Viehhaltung, die Landwirtschaft oder Walitide kdnnen
als externe Risikofaktoren die Entwicklung eingf Ieglinstigen (Baumgartner et al. 2000;
Taskar et al. 2006).

Diabetes

mellitus
_ Sastio- N ——— Hereditire
O0sophagealer Faktoren
Reflux
Nikotinabusus, Risiko-
Exposition zu faktoren | Virusinfektionen
Umweltstauben \ '
\ derIPF ,
- \ S y

> >
—

Abb. 2: Risikofaktoren einer IPF

Rauchen erhéht signifikant die Wahrscheinlichkait,einer IPF zu erkranken (Baumgartner
et al. 1997; Cisneros-Lira et al. 2008)eitere Studien geben Einblick auf Assoziation der
IPF mit der gastrodsophagealen Refluxkrankheit fiRaeg al. 2006; Salvioli et al. 2006; Rag-
hu 2003; Ing 2001) oder Infektionskrankheiten. Sode bei IPF Patienten eine hohe Inzi-
denz von Virusinfektionen mit Epstein-Bainfluenza, Zytomegalie oder Hepatitis C nach-
gewiesen (Lok /Egan 2000; Pinsker et al. 1981; Tedrag. 2003; Yonemaru et al. 1997; Arase
et al. 2008). Auch die Bedeutung des Diabetes tsllh der Atiologie der IPF wird disku-
tiert (Enomoto et al. 2003). Ebenatrd angenommen, dass Chemo- und Strahlenther&pie a
Ursache in Frage kommen (Adamson 1984, Pickrell.et986; Coggle et al. 1986).

Die weitere Forschung beschéftigt sich mit dem gsdeen bzw. erblichen Hintergrund der
Krankheit, denn viele Menschen sind Risikofaktoaeisgesetzt, ohne eine IPF zu entwickeln.
Ein erhohtes Krankheitsrisiko besteht bei einenyolphismus des IL1 Rezeptorantagonis-
ten und des TNF Alpha Gens (Whyte et al. 2000) nEb&onnten bei Erkrankten eine Domi-
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nanz des MZ Phenotyps des Alpha 1 Antitrypsinmangal eine Instabilitdt oder Verénde-
rung der Microsatelliten DNA nachgewiesen werdereddes et al. 1977; Vassilakis et al.
2000).

Seit langem werden auf3erdem verschiedene Falldavoitiar auftretender IPF mit mindes-
tens 2 erkrankten Familienmitgliedern beschriebaréhall et al. 2000; Adelman et al.
1966; MacMillian 1951). Dabei wird ein autosomahdoanter Vererbungsmodus mit redu-
zierter Penetranz diskutiert (Marney et al. 200&ek et al. 2005). Bedeutend kbnnten dabei
Mutationen des Surfactant codierenden ProteinsHorfias et al. 2001; Markart et al. 2007;
Lawson et al. 2004) oder verklrzte Telomerasen @eakiri et al. 2007, Garcia et al. 2007,
Armanios et al. 2007; Cronkhite et al. 2008; Aldeal. 2008).

1.2.4 Pathomechanismus

Die exakte Pathogenese der Entstehung der IPFo@t nicht geklart. Dabei half besonders
die Erforschung der durch das Zytostatikum Bleomyoduzierten Lungenfibrose im Tier-
modell.

Die Entziindungshypothese basiert auf der Idee, elassVerletzung bzw. eine Schadigung
des Gewebes dem fibrotischen Umbau bei IPF vorehis(Keogh/Crystal 1982; Strieter
2001).Der Nachweis von Entziindungszellen und der erhoBtgmession proinflammatori-
scher Zytokine, wie etwa dem IL-1, dem T@BRknd dem TNFe bei Patienten mit IPF unter-
stitzt diese Auffassung und spricht fur eine Imbedazwischen den Thl und den Th2 Zyto-
kinprofilen (Keane/Strieter 2002; Kolb et al. 200Zuy bedenken ist jedoch, dass die mikro-
skopisch nachgewiesenen entziindlichen Veranderulegiglich moderat ausgepragt sind
(Katzenstein/Myers 1996) und eine Entziindung alletm notwendiger Ausléser fur eine
fibrotische Reaktion bedeutet. So folgt auch ankeerihypoxisch bedingten Schaden des Al-
veolarepithels eine Fibrosierung (Adamson et a88)9Weiterhinlasst sich der Schweregrad
nicht aus laborchemischen Entziindungsmarkern kereel (Peterson et al. 1987, Turner-
Warwick et al. 1987) und durch eine langfristigeefidpie mit antiinflammatorischen oder
immunsuppressiven Medikamenten wird keine Verbesggerder Prognose erreicht (ATS
2000).

Eine zweite Hypothese Uber eine abnorme Wundheshaadstion wurde von Selman et al ent-
wickelt (Selman et al. 2001; Selman et al. 2002¢rlbei fuhren rezidivierende Lungenverlet-
zungen zu einer Schadigung und Aktivierung des dlepithels. Dabei werden durch das
Epithel diverse Zytokine und verschiedene Wachstakbtsren synthetisiert und sekretiert,

wie etwa der PDGF, TNEk-oder TGFB. Diese Mediatoren férdern die Fibroblastenmigration
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sowie ihre Proliferation als auch die Differenzieguzu Myofibroblasten, welche tGber unter-

schiedliche Transmittersysteme die Apoptose vorthEfzellen, die Angiogenese und den
Abbau der Basallamina bedingen. Die Folgen dieggratkaskaden &ufiern sich in einer ge-
storten Reepithelialisierung, einer Ubersteigeuat gestérten Kollagenproduktion oder einer
fehlerhaften Fibrinolyse und minden in einem abradem Umbau des gesamten Lungenpa-
renchyms.

Eine Hypothese wird als “multiple hit Hypothese’zb&hnet. lhre Vertreter postulieren, dass
sich die IPF als Konsequenz aus Fehlern in derogigdhen Signalwegen entwickelt. Diese
Anomalien kdnnen sowohl in Kaskaden, welche zuneraiie Wundheilung betreffen, als

auch zum anderen ein Teil von Entziindungsprozessankonnen, auftreten. Damit vereint

diese dritte Hypothese die Gedanken der beidearerbt Microarray Untersuchungen zeigte
sich ein spezifisches IPF Muster, welches auf Steggerung von Genen hinweist, die sowohl
einen bindegewebigen Umbauprozess als auch eineniitlungsprozess regulieren (Zuo et
al. 2002).

1.2.5 Kilinik

Die Symptome beginnen sukzessive unter dem SympiembDyspnoe, (Turner-Warwick et
al. 1980), haufig in Kombination mit einem trockartdusten (Dempsey et al. 2006). In bis zu
50% entwickeln die Patienten Uhrglasnégel und Tretsohlegelfinger (Kanematsu et al.
1994). Auch eine Assoziation zu Arthritis bzw. Adlygien ist beschrieben (Johnston 1977;
Turner-Warwick et al. 1980). In der Auskultationrdeunge féllt ein endinspiratorisches
Knisterrasseln auf, welches inital basal betontirbeg sich im Krankheitsverlauf aber tber
die gesamte Lunge ausbreiten kann (ATS 2002). 2eigines Rechtsherzversagens und pe-

riphere Odeme kennzeichnen hingegen ein fortgasameis Krankheitsstadium.

1.2.6 Diagnostik

Die interdisziplinare Diagnostik der IPF stutztrsmuf verschiedene diagnostische Saulen (s.
Abb.3). Die Basis bildet dabei die Anamnese, in liesonders eine mogliche Exposition zu
den Risikofaktoren in Beruf oder Freizeit eruiegrden muss.

Das Routinelabor der Patienten ist normal odertzeigpezifische Veranderungen (ATS
2000) wie eine erhohte BSG, eine Hypergammaglo&miie oder eine Erhéhung der LDH.
Wie typischerweise bei ILD entwickeln die Patientane restriktive Ventilationsstérung un-
terschiedlicher Auspragung und Schweregrades inLdiegenfunktionsprtfung, mit der Ver-
minderung der in Tab.1 aufgefihrten spirometriscRamameter. Nicht beeintrachtigt sind

hingegen die Resistance und der Tiffeneau-IndeX/{BeVC). Es ist erwiesen, dass Niko-
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tinabusus die ursprunglich prasentierten Befunddifizcert und eine erhdhte TLC und FVC
vortauscht, was wahrscheinlich durch die komorlitdéwvicklung eines Emphysems bedingt
ist (Mura et al. 2006; Cherniack et al. 1995). DieCO ist ein sehr sensitiver Marker, der
auch prognostische Relevanz besitzt (Xaubet 498I8; Hamada et al. 2007).

C r.
Vitalkapazitat (VC) N

Totale Lungenkapazitat (TLC) Trans-
bronchiale
Thorakales Gasvolumens (TGV Biopsie, BAL

Residualvolumen (RV) HRCT

Statische Compliance Anamnese, Klinische
Diffusionskapazitat fir CO (DLCO) el e g, G- o
Lungenfunktion

Tab. 1: Verminderte Lungenparameter
bei IPF Abb. 3: Stufenweise Diagnostik der IPF

Die BAL enthélt massenhaft Neutrophile, ihre Anz&btrespondiert mit den radiologisch
nachweisbaren retikularen Verdnderungen im HRCTIIBA& al. 1994). Teilweise ist auch
ein leichter Anstieg der Lymphozyten und Eosinogmihachweisbar (Veeraraghavan et al.
2003). Es besteht eine lineare Beziehung zwischresmehohen Anteil an Neutrophilen und
der Mortalitat (Kinder et al. 2008).

Die Lungenaufnahme kann bei den Patienten ohneogth sein (Epler et al. 1978). An-
dernfalls imponieren periphere, retikulare Verstlragen, die basal betont auftreten, zusam-
men mit einer Honigwabenlunge oder einem Verlust@amgenvolumen (Muller et al. 1987;
Staples et al. 1987).

Die Sensitivitat des HRCT in der Diagnostik der I®RFd mit 88% angegeben, besonders
milde Verlaufe kdnnen unerkannt bleiben (Orensl.e1295). Auch im HRCT fallen beson-
ders die bilateralen, vorwiegend basal bzw. sulbpldaetonten, retikularen Muster auf, eben-
so kdnnen Traktionsbronchiektasien vorkommen uruth alas Muster einer Honigwabenlun-
ge mit charakteristischen subpleuralen Zystendsfig zu diagnostizieren (Akira et al. 1993;
Austin et al. 1996). Eine Milchglasverschattungyigewohnlich als Ausdruck eines intersti-
tiellen Entziindungsprozesses vor (Kazerooni e1397; Remy-Jardin et al. 1993). Reaktiv
vergroRerte Lymphknoten im Mediastinum weisen anffertgeschrittenes Krankheitsstadi-

um hin (Fritscher-Ravens et al. 2000).
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In Uber 50% der Falle, in denen Verdacht auf elie besteht, kann eine sichere Diagnose
anhand des Vorliegens typischer klinischer und iRCH nachgewiesener radiologischer
Charakteristika gestellt werden, ohne dass einggénibiopsie nétig ist (Raghu et al. 1993).
Dabei korrelieren die im HRCT detektierbaren Veegmigen stark mit der histologisch
nachweisbaren Fibrotisierung (Kazerooni et al. }9%0 beachten ist hingegen, dass im
HRCT lediglich 10% des Parenchyms abgebildet welkiamen (Beigelman-Aubry et al.
2005).

Diagnose| Verlauf Histologische Befunde Ort dgr Mani- Radiologische Be-
festation funde
Zeitliche Heterogenitat
i Fibrose
IPF/UIP | Chronisch Fibroblastennester Basilar, peripher .
Fibrotisches und normg- Honigwabenlunge
les Lungengewebe
iti (in- Milchglasverschattun
NSIP Subakut Interstitielle Entztn Basilar, peripher -g J
dung +/- Fibrose
Alveolarmakrophagen | operlappen Bronchiektasen
RB-ILD | Subakut [ im Interstitium, kleine _ _
Bronchien Bronchozentrisch Milchglasverschattung
Basilar, peripher| Milchglasverschattun
DIP Subakut Alveolarmakro_phagen perip 9. . g
in den Bronchien Alveolar Konsolidierung
Oberlappen Milchglasverschattung
COP Subakut | Granulationsgewebe | k|eine Bron- Noduli
chien, alveolar | Konsolidierung
Hyaline Membranen ) Milchglasverschattung
AIP Akut ) . . Diffus o
Fibroproliferation Konsolidierung

Tab. 2: Uberblick iber Charakteristika der versatéaen ILD in den bildgebenden Verfahren (Strollo
2003)

Die verschiedenen bildmorphologischen Charktershben diagnostische Relevanz (s. Tab.
2), erlauben jedoch keine Riickschlusse auf ihreldgie (Muller/Coiby 1997).

Fur die Quantifizierungen der Lungenfibrose existieeinige Ansatze basierend auf einem
Algorithmus fur HRCT (Zavaletta et al. 2007), nelbestologischen Verfahren (Hubner et al.
2008) oder der konfokalen Lasermikroskopie (Tagloal. 2002).
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Die Rolle der transbronchialen Lungenbiopsie beastmahAusschluss von Sarkoidose, lym-
phangitischem Karzinom, Infektionen, diffusem abldem Lungenschaden oder Langerhans
Zell Histiozytose (ATS 2002). Sie ist indiziert, medie Veranderungen im HRCT oder die
klinischen Symptome atypisch fur eine IPF erschei@#l'S 2002). Hierbei kann in 85% der
Falle sicher entschieden werden, ob eine IPF \gir(fdunninghake et al. 2001). Demnach ist
bei 15-20 % der Patienten auch nach durchgefubinieurgischer Lungenbiopsie die Diagno-
se noch nicht eindeutig bestatigt.

1.2.7 Prognose

Die mediane Uberlebenszeit der ILD ab der Diagrteflasg variiert zwischen 2,5-5 Jahren

(Mapel et al. 1998; Park et al. 2007). DemnacldistIPF die aggressivste Form aller ILD

(Bjoraker et al. 1998; Demedsts et al. 2001; Kattn&-iorelli 1994).

Verschiedene Komplikationen wie die Entwicklungegipulmonalen Hypertonie und akute

Exazerbationen kdnnen im Verlauf der Krankheit retéin und die Prognose verschlechtern.
Die Diskussion, ob Lungenfibrose mit einem erhoHiesiko fir Lungentumore einhergeht,

verlauft kontrovers (Harris et al. 1998; Nagai letl@92), schliel3lich werden beide Krankhei-
ten durch gemeinsame Risikofaktoren ausgeltstrditigs scheint Rauchen bei Patienten mit
bereits bestehender IPF das Krebsrisiko zu erh({ank et al. 2001).

1.2.8 Therapie der Lungenfibrose

Die Therapie der IPF ist Gegenstand aktueller Fnsg und erfolgt weitgehend symptoma-
tisch. Die konventionellen Therapieansatze deruRfassen die Einzel- oder Kombinations-
behandlung mit Kortikosteroiden (Mapel et al. 1996)munsuppressiva bzw. zytotoxischer
Medikation wie z.B. Azathioprin oder CyclophosphdimiJohnson et al. 1989), sowie
antifibrotische Wirkstoffe wie Colchizin und D —Reilamine (Peters et al. 1993; Walter et
al. 2006). Nach Lage der bisherigen Studien zejgdoch nur 10-30% der Patienten eine
objektivierbare Verbesserung unter der TherapieKuitikosteroiden, 40% der Behandelten
gaben eine subjektive Linderung an (ATS 2000). &n @herapiestandards gehért ebenso die
Sauerstofftherapie sowie die pulmonale Rehabtitatiund Atemtraining. Eine letzte
Therapieoption bei ausgewdahlten Patienten stelle diungentransplantation dar
(ASTP/ATS/ERS/ISHLT 1998). Die Prognose transpknmir Patienten bleibt allerdings
weiterhin erniichternd, so liegt die 5-Jahresiberistate bei etwa 50-60% (ATS 2000).
Aufgrund dieser noch nicht ausreichenden Therapggiofikeiten ist es notwendig, weitere
maogliche alternative Optionen zu erforschen. Imt@m y wurden positive Effekte auf die

pulmonale Funktion zugeschrieben, dies konnte diigs bisher nicht bestéatigt werden
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(Prasse et al. 2003). Gleiches gilt fir den Rezbfmioker Bosentan (Gunther et al. 2007).
Untersuchungen der Bleomycin induzierten LungenBbr zeigen auch Wirksamkeit des
Angiogenese inhibierenden Thalidomid (Tabata e2@D7) bzw. des Tyrosinkinaseinhibitors
Imatinib (Aono et al. 2005; Daniels et al. 2004;0vinen et al. 2007; Li et al. 2009). Am

Tiermodell erwies weiterhin die Inhalation von Hepa oder Urokinaseaerosol praventive
Effekte (Gunther et al. 2003). Zur Diskussion stetveiterhin der therapeutische Nutzen von
Inhibitoren der Zytokine oder Proteasen sowie Attlantien, Antikdrpern oder Gentherapie.

1.3 Das Lungenemphysem

1.3.1 Einfuhrung

Das Emphysem ist definiert als eine irreversiblesdtrerung der Luftrdume distal der Bron-
chioli terminales der Lunge eines Erwachsenen, digerufen durch eine Destruktion der
Wandstruktur ohne das Vorliegen einer Fibrose (lbaek/Muller 1994).Histologisches
Charakteristikum ist die Zerstorung der Alveolardén(Taraseviciene-Stewart L/ Voelkel
2008). Morphologisch lassen sich verschiedene Yieetades Lungenemphysems beobachten
(s. Abb. 4). Das proximal azinére bzw. zentrilobel&mphysem betrifft die apikal, periphe-
ren Lungenabschnitte, denn es geht von den Brolnekgpiratorii aus und ist die typische
Manifestation des Emphysems bei Rauchern. Der Tgg ghnazinaren bzw. panlobuléren
Emphysems tritt bei Patienten mit Alpha 1 Antitnypsangel auf und befallt diffus den Azi-
nus der basalen Abschnitte (Seeger/Matthys 2008).

normale Alveolen

Abb. 5: Morphologische
Varianten des Lungenem-
physems.
A Zentrilobular/ azinar
B Panlobular
B C Paraseptal
Alveolen mit (Aus Takahashi et al. 2008,
Emphysem mit Genehmigung des Au-
tors)

Abb. 4: Darstellung der normalen
versus der emphysematdsen Al-
veolen.

(Nach Taraseviciene-Stewart/Voelkel C
2008, mit Genehmigung des Autors)
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Das paraseptale Lungenemphysem ist lokalisiertesrGdenze zur Pleura visceralis der Lun-
genoberlappen und in Bereichen um die Interlobaf@en. Grol3e, scharf begrenzte Blasen
kennzeichnen das bullése Lungenemphysem und kodagrbenachbarte Gewebe kompri-

mieren.

1.3.2 Epidemiologie

Bei ca. 10% aller Obduktionen aus Kliniken ist #ikkrankung nachweisbar, dabei stellt sie
in 2-5% eine wesentliche Todesursache dar (Herold. €008).In den Vereinigten Staaten
von Amerika ist das Emphysem aktuell die viert fgateé Todesursache mit 14 Millionen
Betroffenen (Irion et al. 2007). Das Emphysem eckeit sich meist zwischen dem 45. und
dem 60. Lebensjahr bei Rauchern in Verbindung m#rechronisch obstruktiven Lungener-
krankung und tritt doppelt so haufig bei Mannerm @taraseviciene-Stewart/\Voelke 2008;
Minai et al. 2008). Allerdings ist auch das Aufeetder Symptomatik ohne Raucheranamnese
beschrieben wie etwa bei HIV-1 Infektionen (Diazakt1992; Sahebjami 1992). Ebenso ist
bekannt, dass der hereditare Alpha 1 Antitrypsirgeareine genetische Ursache darstellt
(Hersh et al. 2008).

1.3.3 Kilinik

Die Patienten berichten Uber eine qualende Dyspieanit Progredienz der Erkrankung bei
bereits milder Belastung auftreten kann. Ein edenféiufiges Symptom ist Husten mit Aus-
wurf. Tritt die Erkrankung im Rahmen einer COPD, ariveitert sich das Spektrum der auf-
tretenden Symptome. Neben pulmonaler Manifestatioe,der Entwicklung einer obstrukti-
ven Ventilationsstorung, einer Bronchiolitis undr d2estruktion des alveolaren Lungenpa-
renchyms (Finkelstein et al. 1995) finden sich adiehextrapulmonalen Befunde einer Mus-
kelatrophie, Osteoporose, oder Andmie (Cote eR@D7; Engelen et al. 1999; Sabit et al.
2007). Bei bereits fortgeschrittenem Krankheitsstadassen sich manche Patienten in zwei
klinische Typen einteilen, den so genannten ,Pinkfd? und den ,Blue Bloater”. Ein
Pneumothorax stellt eine Komplikation des Emphysdars der durch die Ruptur grol3er pe-

ripherer Bullae entstehen kann (Aribas et al. 2001)

1.3.4 Atiologie und Pathogenese

Das Lungenemphysem ist eine chronisch obstruktinesst fortschreitende, progressiv destru-
ierende Lungenerkrankung. Hierfur stellen Nikotinkom und Luftverschmutzung die wich-

tigsten Risikofaktoren dar (Taraseviciene-StewaréMel 2008). Bereits vor 60 Jahren wurde
die Theorie entwickelt, dass langjahriges RaucherHauptursache fur die Entwicklung ei-

nes Lungenemphysems bedeutet (Symposium of Emplays€%9; Fletcher/Peto 1977).
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Mittlerweile ist Konsens, dass die Lungenstrukturcth inhalierte Noxen u.a. aus Zigaretten-
rauch, Dieselabgasen, Cadmium oder Mikropartikeliarschmutzter Luft angegriffen und
zerstort wird (Warren 2007; Lindgren et al. 2009¢ben diesen Umweltfaktoren sind auch
diverse genetische Ursachen bekannt, die mit eiBerphysem einhergehen, insbesondere
der Alpha 1 Antitrypsin Mangel oder angeborene Boelvebserkrankungen wie Cutis Laxa,
Osteogenesis imperfecta oder das Marfan Syndraon (bt al. 2007; Corbett et al. 1994).
Auch ein intraventser Drogenmissbrauch oder Caskabsum wird als Ausloser diskutiert
(Weisbrod et al. 1993; Beshay et al. 2007).

Ahnlich wie fur die Lungenfibrose sind fir die Urdachung des Emphysems verschiedene
Tiermodelle bekannt: die Blockade des VEGF Rezsgptorch den Thyrosinkinase-Inhibitor
SU5416, auRerdem durch Methylprednisolon, welchesMatrix-Metalloproteinase 9 akti-
viert und schliel3lich durch Antikdper gegen Endtdbken (Voelkel/Taraseviciene-Stewart
2005).

Ein Konzept der Pathogenese beruft sich auf eitgirdungsbedingte Imbalance zwischen
Proteasen und Antiproteasen, die einen alveolacbad&n hervorruft. Die inhalativen Noxen
storen progressiv die Intaktheit der Alveolen urduvsachen variabel ausgepragte Entzin-
dungsprozesse, welche direkt durch die Noxen auakrekt durch oxidativen Stress oder die
Schadigung des Alveolarepithels hervorgerufen wertllach einer Latenzzeit von 30 bis 40
Jahren treten bei empfindlichen Individuen molekailand zellulare Prozesse, wie etwa die
Imbalance von Proteasen und Antiproteasen, Vorg&ingeApoptose und oxidativem Stress
auf. Dem gegenuber stehen Reparations- und Abwetepse.

Weiterhin konnte auch der Zigarettenrauch mit geiiber 5.000 toxischen Bestandteilen
direkt einen Epithelschaden auslésen (Tuder é2CG416), schliel3lich verursacht Rauchen den
typischen, histologisch nachweisbaren Verlust dggté& und eine VergréRerung der Luft-
raume. Die Histologie einer viralen bzw. bakteaslEntziindung sieht hingegen anders aus.
Eine weitere Hypothese stitzt sich auf die Orgamwéerung aufgrund eines vorgezogenen
Alterungsprozesses (Tuder et al. 2006). Kirkwoosichaeb ein Konzept, bei dem der Alte-
rungsprozess friher als gewohnlich eintritt, hegeoufen durch eine vorausgegangene Scha-
digung und den darauf folgenden Reparaturmechasigiitkwood 2005). Hierbei akkumu-
lieren Stress oder Umgebungsfaktoren zu einer mtdedn Schadigung, wodurch sich wahl-
los zellulare Defekte entwickeln kdnnen, was wiederzu einer erhdhten Fragilitdt gegen-
Uber Alterungsprozessen, Funktionsverlusten unalraiten fihren kann. Die ebenso ent-
standene Entzindungsreaktion kann eine vorbesteh8ctadigung noch zusatzlich ver-

schlimmern.
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Die Pathologie der COPD, die mit einem Lungenemehmysinhergeht, ist begriindet auf ent-
zundungsbedingten Veranderungen der kleinen Brenalmd den daraus resultierenden Ver-
lust von Alveolarsepten und kleinen Gefalen (Tatammne-Stewart/Voelkel 2008). In den
Septen lassen sich Infiltrationen von neutrophBranulozyten, CD68 positiven Makropha-
gen sowie Lymphozyten nachweisen (TarasevicienerBtd/oelkel 2008). Das Auftreten
von Lymphfollikeln im Lungengewebe oder das Vorhemgkin von dendritischen Zellen
bzw. Thl-Lymphozyten geben Hinweise auf ein Immwehehen (Hogg et al. 2004). Ein
Modell beschriebt die Pathogenese des enzymatisthbaus der Alveolarsepten (Tarasevi-
ciene-Stewart/Voelkel 2008). Die durch auf3ere Noaktivierten Makrophagen synthetisie-
ren neutrophile Elastase oder Matrix Metallopratsmr12, welche das Elastin der Lungen-
matrix abbauen. Die Elastinfragmente wirken sethgimotaktisch (Houghton et al. 2006), so
dass die Entzindung weiter aufrecht erhalten whiateolytische Enzyme zerstéren En-
dothel- und Epithelzellen, was in einer Erweiteraleg Luftraume resultiert.

Weitere Ansatze diskutieren das Emphysem als eirteidsmunerkrankung (Taraseviciene-
Stewatrt et al. 2006; Voelkel/Taraseviciene-Sterafs).

1.3.5 Diagnostik

Auffallig bei der Inspektion ist ein fassformig Kajyurierter Thorax. Viele Patienten setzen
bereits bei Inspiration und Exspiration die ax#élégktemhilfs- bzw. abdominelle Muskulatur
ein. Der hierdurch entstehende intrathorakale Wntek fihrt bei der Atmung zu Hautein-
ziehungen zwischen den Rippen. Ebenso lasst sichaeadoxes Atemmuster mit gegenlaufi-
gen Exkursionen von Thorax und Abdomen beobachten.

Bei der korperlichen Untersuchung ist in der Thpeakussion ein hypersonorer Klopfschall,
tiefstehende, gering verschiebliche Lungengrenzehain vermindertes bis fehlenden Atem-
gerdusch in der Auskultation dominierender Befundgt begleitend eine Bronchitis vor,
lassen sich Giemen, Pfeifen oder Rasselgerauscheldaren.

Mittels konventionellem Thoraxréntgenbild kénnerr mittelschwere oder schwere Formen
des Lungenemphysems diagnostiziert werden. Dieit8atd¢ der Untersuchung ist noch
nicht ausreichend und wird mit 41 (Thurlbeck/Sind@78) - 80% (Sanders 1991) in der Lite-
ratur angegeben. Im Rontgenthorax deutet ein adugeés, tiefstehendes Zwerchfell und ver-
gro3erte Rippenabstéande auf eine LungeniberblahimdgFriedman 2008). Im Seitenbild
imponiert ein vergroRerter retrosternaler Raum. tévlein ist der antero-posteriore Thorax-
durchmesser erhoht. Die Transparenz des Organgsstlesonders in bulldsen Arealen ver-
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mehrt zu sein, hingegen sind die Lungengefalie weleni (Irion et al. 2007). Die fur manche
Emphysemformen typischen Bullae haben einen Dursbareson tber einem Zentimeter.

Die hochauflosende Computertomographie ist hewgezaverlassigste Methode, ein Lungen-
emphysem zu diagnostizieren und seine Auspraguig\erteilung zu studieren (Thurl-
beck/Muller 1994). Die Sensitivitat, insbesondene hochauflosender Technik bei einer
Schnittdicke von etwa 1-2 mm betréagt iber 90% (8enil991). Dabei lasst sich eine ausge-
zeichnete Korrelation zwischen radiologischer Qifizrgrung des Emphysems und morpho-
metrischen Untersuchungen am resezierten Geweleveasen (Sanders 1991).

Im Computertomogramm sind besonders die zu geriMgEachattungen, das Auftreten von
Bullae und eine Rarefikation der Gefal3e charakiscis (Irion et al. 2007). Anhand der Ver-
teilung der Veranderungen kann auf den Typ des Bsgwhs geschlossen werden:

Emphysem Panlobular Zentrilobular Paraseptal
Begrenzt, im oberen Lun- .
Lokalisation Im unteren Lun- gendrittel, medullar mit AbA Subpleural odfer peri
gendrittel bronchovakular
stand zur Pleura
Multifokale, kleine Areale | Areale geringer Dichte
Uniforme Areale | geringer Dichte ohne sicht{ mit definierter, haar-
Aussehen sehr geringer bare Bewandung in der dunner bis prominenter
Dichte Umgebung zu normalem | Bewandung (Pseudo-
Gewebe zysten)
- Gefalrarefikatior] . . Séagezahnartiges Mus-
Charakteristika und —distorsionerll Konfluenz bei Progression ter

Tab. 3: Eigenschaften der unterschiedlichen Emphygeen im HRCT (Irion et al. 2007)

Quantifizierungen sind mit Hilfe der CT Untersuchuebenfalls durchfihrbar. Bergin et al.

benutzten 1986 einen subjektiven Score von 1-4demprozentualen Anteil des betroffenen
Lungenparenchyms zu beschreiben (Bergin et al.)1986

Die ,Density Mask" ist ein in den kommerziell ertiihen Geréten enthaltenes, standardi-
siertes Software Programm, welches als objektiveproduzierbares, semiautomatisches
Messverfahren die Quantifizierung eines Emphysentg@d der unterschiedlichen Dichte-

werte erlaubt (Kinsella et al. 1990). Dabei werden die Bereiche mit Houndsfieldeinheiten

zwischen -910 bis -1000 HU berticksichtigt, weils#ien den veréanderten Bereichen patholo-
gisch erhoht sind (Hayhurst et al. 1984).

In den meisten Fallen wird das Emphysem anhandBrgebnissen aus Anamnese, Klinik,

dem Rontgenthorax und den Lungenfunktionstestanditziert (Thurlbeck/Muller 1994).
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Durch eine Erhéhung der TLC, des RV bzw. des RV/AQtienten lasst sich die charakte-
ristische Uberblahung spirometrisch nachweisens®iist dynamisch, d.h. sie nimmt bei
Steigerung der Ventilation zu. Die COPD, bei des @anphysem einen Teilaspekt bildet,
basiert auf einer reversiblen Bronchialobstruktionit verminderter FEV1/FVC (See-
ger/Matthys 2008).

Die Fluss-Volumen-Kurve dokumentiert eine bronahi@lbstruktion, die vor allem in der
Exspiration ausgepragt ist. Die verminderte Diffunskapazitat bringt die Reduktion der Gas-
austauschoberflache zum Ausdruck. Unter Belastomgnhkt es in der arteriellen Blutgasana-
lyse zum Absinken des BOEinige Patienten zeigen signifikante Veranderander spiro-
metrischen Parameter nach der Verwendung einexBodilatators (Eden et al. 1997).

Die COPD wird nach den GOLD Kriterien anhand deVEEVC in 4 Schweregrade einge-
teilt (Rabe et al 2007).

1.3.6 Prognose

Die Prognose wird durch die respiratorische Fumkbestimmt. Der BODE Index hat sich bei
der COPD als geeigneter Marker herausgestellt, enMartalitat vorherzusagen und einen
Krankheitsprogress zu erkennen (Cote/Celli 200@)dD stellt die FEV1 jedoch den besten
isolierten Vorhersagewert fuir das Uberleben dan@iet al. 2008).

Die genetisch bedingten Emphysemtypen haben ehlecttere Prognose. Unter den in der
North-American AAT Registry eingetragenen Betro#anbetrug die 5-Jahres Mortalitat
19%, wobei in 72% die Todesursache durch eine naspische Insuffizienz bedingt war im
Gegensatz zu 10% der Todesfélle durch Leberzirrfiblse Alpha-1-Antitrypsin Deficiency
Registry Study Group 1998). Mit einer FEV1 untef@@es Normwertes betragt die 2 Jah-
resmortalitat 40%, wenn keine Lungentransplantatidolgt (Seersholm et al. 1994).

Die COPD wird auch in der Zukunft ein ernstes, weltes Gesundheitsproblem darstellen,
so wird geschatzt, dass 2020 die COPD die dritthsief Todesursache sein wird (Mur-
ray/Lopez 1997).

1.3.7 Therapie

Die symptomatische Behandlung mit Bonchodilatatop&nticholinergika, Beta-Agonisten,
Phosphodiesterase-Inhibitoren) kann die Lungenfankder Emphysempatienten gering ver-
bessern (Diaz et al. 2008). Die Beendigung des Irkagist in jedem Stadium sinnvoll.

Die COPD wird dartiber hinaus mit inhalativen Broofatatoren und inhalativen Glukokor-
tikoiden behandelt. Ab dem Schweregrad 4 ist zudera Langzeitsauerstoffboehandlung in-

diziert (Rabe et al. 2007). Eine spezielle pulmerfRéhabilitation und Atemtraining verbes-
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sern die Lebensqualitat und sind in das Therapggprom der COPD fest integriert (Ries et
al 2008).

Die ATS/ERS empfiehlt zur Behandlung der Lungenrestation des Alphal Antitrypsin
Mangels die intraventse Ersatztherapie mit Alphafitrypsin oder synthetischen Elastase
Inhibitoren bei Pi ZZ Patienten mit einer FEV1 zetien 35- 65% (ATS 2003). Dieses kann
sowohl aus humanem Plasma fraktioniert oder rekoamtihergestellt und inhalativ aufge-
nommen werden (Sandhaus 2004). Eine Gentherapiruigeit Gegenstand aktueller For-
schung.

Bei ausgewahlten Patienten kann durch eine Voluetkrktionsoperation eine Palliation der
guélenden Dyspnoe erzielt werden (Criner/Sterni28@g). Die Verbesserungen der FEV1
nach der Operation werden in verschiedenen Studie@7 bis 61% ausgewiesen, wobei das
Maximum nach 6 Monaten postoperativ erreicht wirdl sich nach 2 bis 3 Jahren wieder
weiter verschlechtert (De Camp et al. 2008; Col@ou1p

Fur fortgeschrittene Erkrankungen im Endstadiumnkaime Organtransplantation der letzte
Ausweg sein. Die Emphysemerkrankung stellt mit mideteil von 40-55% die Hauptindika-

tion fir eine Lungentransplantation (Christie et2209).

1.4 Die Micro-Computertomographie

Die Micro-CT ist ein bildgebendes Verfahren zur étrgung von isotropen 3 dimensionalen
Datensatzen und in seinem Aufbau grundsatzlichdeit klinischen Computertomographen
vergleichbar.

Im Jahre 1981 konstruierte Feldkamp einen CT-Scams eine Microfokusrontgenquelle,
eine Videokamera sowie einen fluoreszierenden Sceeghielt (Ritman 2004). Zusammen
mit Davis und unter Einbeziehung eines modifizief@&cherstrahlgeometrischen Rekonstruk-
tionsalgorithmus von Herman entwickelte er 1989 Hiegelstrahlgeometrie (Feldkamp
1989). Dieser Scanner arbeitete mit einer Auflosuog 70 pm. Glier beschrieb 1989 ein
Gerat mit Parallelstrahlgeometrie und Synchrotmaiéting, dieser besal? Photodioden als
Detektor und hatte eine Auflosung von 50 um (Gkitea. 1989). Kinney arbeitete 1994 mit
einem Scanner mit 20um Aufldsung, dessen Detektsreanem charge-coupled device Sys-
tem (CCD-Array) bestand (Kinney et al. 1994). 1@®6wickelte Ruegsegger ein kommerzi-
ell verflgbares Gerat mit Facherstrahlgeometriekrdokusrohre, CCD-Detektor und einer
Auflésung von 20 um (Ruegsegger et al. 1996). Imféaer Zeit zeigte sich eine Entwick-

lung des Micro-CTs zur Praferenz der Kegelstrahlgetoe, was die Scanzeit verkirzt, je-
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doch einen technisch héheren Aufwand beinhaltegiddlachendetektor anstelle eines Zei-
lendetektors einen wesentlich komplizierteren Rekaktionsalgorithmus bendtigt.

Nach der Entwicklung der ersten Micro-CT Scannegyao@ die Forschung zunachst an Kno-
chengewebe, das aufgrund seiner durch Mineralisétgolingten hohen Réntgendichte sowie
der klar definierten, stabilen Struktur ideale Mgsetzungen bietet und keiner verstarkenden
Kontrastierung oder speziellen Fixierung bedaridkamp et al. 1989). Es dauerte nicht lan-
ge, bis sich diese vielversprechende Technik au¢hdi@ Darstellung und Quantifizierung
von Weichgewebe anwenden liel3. Heute hat sich dteoMCT als wichtige Technik zur Dar-
stellung und Quantifizierung von nahezu allen Osgannd Gewebearten von Mensch und
Tier etabliert (de Crespigny et al. 2008; Frediale2008; Nordsletten et al. 2008; Ortiz et al.
2000; Clementino-Luedemann et al. 2006; Bentlegl.e2007; Botter et al. 2006; Wang et al.
2007; Waarsing et al. 2005; Martin-Badosa et ab30Besondere Schwerpunkte liegen in
der Beurteilung und Quantifizierung von GefalRen umdr Pathologien (Wintermark et al.
2008) sowie Vasa vasorum (Langheinrich et al. 20@id) Angiogenese (Duvall et al. 2004).
Auch die Verbesserung der Methodik beschaftigteWdissenschaft weiterhin, z.B., wenn es

um die Qualitat des gewahlten Kontrastmittels direngheinrich et al. 2008).

1.5 Zielsetzung und Fragestellung dieser Arbeit

Wie zuvor dargestellt, wird die Computertomograpbézeits zur Quantifizierung und Dar-
stellung der Lungenfibrose und des Lungenemphysamb im klinischen Alltag eingesetzt
(Zavaletta et al. 2007; Coxson et al. 1997; Gamsl. 4995; Rodriguez et al. 1995). Mit der
Microcomputertomographie erfolgte dies bisher mufTiermodell der Bleomycin induzierten
Lungenfibrose (Cavanaugh et al. 2006), jedoch macit bei Patienten mit IPF.
Microtomographische Untersuchungen zur Quantifimgr des Lungenemphysems beim
Menschen gibt es bereits. Dabei konnten erste &#tragen zur Darstellung der Alveolen
(Watz et al. 2005) bzw. Messungen der terminalesn&nien bei COPD Patienten zusam-
mengetragen werden (Hogg et al. 2009), die einedage fir weiterfihrende Untersuchun-
gen und Quantifizierungen bilden.

Eine quantitative Analyse von Gefal3en, Parenchydlufthaltigem Raum an humanen Lun-
gen mit idiopathischer pulmonaler Fibrose in Konalbion mit einer dreidimensionalen Dar-
stellung ist bislang in keiner der internationaftudien durchgefiihrt worden. Ebenso liegt
keine Arbeit Uber quantitative Messungen und DHustg des humanen Lungenemphysems

mit Synchrotronstrahlung vor.

Folgende Fragen sollen beantwortet werden:
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1.) Sind mit Hilfe der Microtomographie Veranderungemwarenchym und Gefal3en in

fibrotischem bzw. emphysematdsem humanen Lungermenachweisbar?

2.) Lassen sich diese Verdnderungen quantifizieren bzwler dreidimensionalen Dar-

stellung visualisieren?

3.) Welchen Einfluss haben verschiedene Fixierungshieefa auf die Darstellung im

Micro-CT?
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2. Material und Methoden

2.1 Technische Grundlagen der Micro-Computertomographie

Die Computertomographie ist eine rontgenbasierghili&k zur Aquisition Uberlagerungsfrei-
er Schnittbilder. Dabei erfolgen in Einzelschritidie Aquisition, die Rekonstruktion, die Vi-
sualisierung und zuletzt die Quantifizierung detddaatze.

Im Unterschied zu klinischen Computertomographeahaten Micro-CT Systeme eine Mik-
rofokusrontgenrohre oder eine Synchrotronstrahlgoge, wahrend konventionelle Ront-
genrdhren auf Grund ihrer zu hohen Fokusgré3e netwtendet werden. Dies erméglicht die
Erzielung von sehr kleinen Fokusgrof3en von 5-30wohei sich im Vergleich zu den kli-
nisch genutzten Ganzkorper-Spiral-CT Scannernakal¢é Bildauflosung von 0,5-1mm auf
5-50 um steigern lasst. Die Wahl der eingebauteah&inquelle bestimmt im Wesentlichen
die Strahlengeometrie des Scanners: Kegel- oddrefstcahlung wird durch den Einsatz ei-
ner Mikrofokusréhre erzielt, wahrend Synchrotroaklung eine Parallelstrahlgeometrie er-
zeugt (s. Abb. 6). Ebenso beeinflusst die Wahl $teahlenquelle die maximal erreichbare
Auflésung des Scanners. Diese ist bei Microfocussyen von der Fokusgrof3e der Rontgen-

réhre abhangig, hingegen bei Synchrotronstrahlem suflosungsvermégen des Detektors.

Mikroskop- Mikroskop-
ol Probe P
Probe Objektiv \ Objektiv \
—_—
—_—
. -
Réntgen-
Réntgen- strahlen
strahlen (;5 < / 55 4 //
1 fluoreszierende flu_oreszierende
Rotierbarer Kristallplatte P, Rotierbarer Kristallplatte
Probeschlitten Probeschlitten cco

Abb. 6: Aufbau des Micro-CT

Der Aufbau eines Micro-CT Scanners setzt sich zosamaus einer Strahlenquelle in Kegelstrahlge-
ometrie (A) oder Parallelstrahlgeometrie (B), de€0-Detektorkamera sowie dem Probeschlitten.
Nach Jorgensen et al. 1998.

Die Mikrofokusrohre erzeugt Réntgenquanten, welpheallel bzw. kegelférmig fokussiert

auf die Probe treffen, wodurch die Photonenflusgdi@abgeschwécht auf den Detektor trifft
(Photoeffekt). Dort erfolgt die Umwandlung der Rgeristrahlung in sichtbares Licht und
weiterhin in ein digitales Signal. Die erhalteneat&n eines Intensitatsprofils liefern letztlich
ein digitales Transmissionsradiogramm des Objdkisch Rotieren der Probe nach den ein-

gestellten Winkelschritten entstehen mehrere Alignrgbilder, die mit Hilfe eines speziellen
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Algorithmus, einer Ruckprojektionstechnik, in isige, axiale Schnittbilder umwandelbar
sind. Der Dichte jedes Voxels wird ein Grauwert euginet. Der angeschlossene Computer
ermoglicht die Steuerung der Anlagen und dientenerfassung.

Das in diseser Studie verwendete SkyScan-1072 ri8ysesitzt eine Szintillatorschicht mit
einer Dicke von ca. 25 um als Rontgendetektor. @idiegt auf dem Kamerafenster einer
gekuhlten CCD-Kameral®R bi) mit 1024x1024 Pixeln und ermdglicht einen maxienal
Bildausschnitt von 25 mm.

Der computergesteuerte Probeschlitten kann indedinierten Winkelschritten rotiert und
variabel vertikal in dem Strahlengang zwischen Bénguelle und Detektor positioniert wer-
den. Durch die Verkleinerung des Abstandes zwisdDbjekt und Strahlenquelle lasst sich
bei Kegelstrahlung eine Vergréf3erung erzielen,ass dProben bis zu einer Grof3e von 20 mm
im Durchmesser gescannt werden kdonnen. Die maxifFaheisgroRe von 8 pum limitiert je-
doch den VergroRRerungsfaktor, da bei minimalem @tdtder Probe zur Rontgenréhre durch
die Unscharfe des Projektionsbildes auf dem CCekiet zunimmt. Die maximale geomet-
rische Auflosung des Projektionsbildes und der elexrrechneten Querschnittsbilder betragt
somit 1/1000 des Objektdurchmessers. Die tatsdehkhaflosung nimmt daher in dem Mal3e
ab, in dem die VergroRerung durch Annaherung debd’an die Rontgenrdhre gesteigert
wird.

DarlUber hinaus hat auch die Anzahl der zur Verfagstehenden Rontgenquanten Einfluss
auf die Auflosung: Bei einer isotropen Erhéhung Aefldosung um den Faktor 10 benétigt
man bei gleichbleibendem Probendurchmesser ein@Q@@0 héhere Quantenzahl (Engelke
et a. 1999). Verkleinert man die FokusgrofRe, mih d8el eine hohere Auflésung zu errei-
chen, wird simultan die Rohrenleistung reduzieriesDbegrindet, weshalb ein mdglichst
kleiner Focus bei gleichzeitiger Intensitatsstaiggrnicht erzielt werden kann. Daher werden
in der Micro-CT Proben mit kleinem Durchmesser vamdet, wobei die Messzeiten im Mi-
nuten- bis Stundenbereich liegen.

Vergleicht man das in der medizinischen Forschuaglierte Micro-CT mit einem klinisch
genutzten CT Scanner, stehen die bereits oben gemabnterschiede der lokalen Bildauflo-
sung im Vordergrund. Die besondere geometrischerdkning bei Feldkamps Kegelstrahl-
technologie erméglicht eine direkte dreidimensier@ekonstruktion, wahrend im klinischen
CT Scanner zunéchst nur zweidimensionale Schicktukgmbiniert werden. Wahrend dort
die Rontgenquelle um den Patienten rotiert, gebthdees im Micro-CT mit der auf dem
Schlitten fixierten Probe. Ebenso ist man nicht d@ag Drehzentrum einer rotierenden Quell-

Detektor-Kombination festgelegt.
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2.2 Die Synchrotronstrahlung

Die Besonderheit der Synchrotronstrahlung liegtrgatass aus dem kontinuierlichen Spekt-
rum der Rontgenstrahlen ein monochromatischer S¢iakr Frequenz herausgefiltert wird,
dessen Intensitat um den Faktof hBher ist als in einer konventionellen Réntgenedon-
se/Busch 1996). Die Vorteile der Synchrotronstraglsind daher die besseren Auflésungs-
werte (<5 pum) sowie die kirzere Untersuchungszeitdie Vermeidung von Artefakten. Die
aufwandige Technik zeigt jedoch einen vergleichsei¢ibheren experimentellen und finanzi-
ellen Aufwand, entstehend durch die Ortsgebundénimel die begrenzte Verfigbarkeit der
bendtigten Elektronenspeicherringe.

Als Synchrotronstrahlung bezeichnet man die beinri®® von Kreisbeschleunigern und
Speicherringen auftretende intensive elektromagected Strahlung, wenn geladene Teilchen
mit relativer Geschwindigkeit eine radiale Beschigung erfahren. Die elektrisch geladenen
Teilchen erlangen in ringférmigen Beschleunigerhaza Lichtgeschwindigkeit und fliegen,
gehalten durch elektromagnetische WechselfeldeiA@lenkmagneten, auf einer Kreisbahn,
entlang derer sich radialstrahlig angeordnete Matap befinden. Die Elektronen besitzen
eine gemeinsame Flugrichtung und lassen sich taéiafjenr Kreisbahn abzapfen wobei sich
der Strahl somit bequem in langen Vakuumrohren Experimentaufbau fihren lasst. Die
Strahlenintensitat ist abhangig von der Energie kileisenden Teilchen sowie vom Radius
des Beschleunigers, der die Bahnkrimmung bestimmt.

Diese Eigenschaften erméglichen einen breit geféeheEinsatz der Synchrotronstrahlung.
2009 wurde eine Studie an murinem Lungengewebe deteVerwendung von Synchrotron-
strahlung durchgefiihrt (Yong et al. 2009). Ebensionike die Rekonstruktion eines humanen
Azinus an Lungengewebe nach Synchrotronscan erfdlg&zlbauer et al. 2010).

Die funf Lungenemphysemproben sowie sekbstrollproben wurden am NSLS in Brook-
haven, USA, gescannt. Das NSLS ist ein Synchratmeiter Generation, welches mit einer
Elektronenenergie von 2.8 GeV betrieben wird. Daximale Ringstrom ist ca. 280 mA, und
die mittlere Lebensdauer der Elektronen im Ringdmgtca. 20 Stunden.

2.3 Herkunft, Gewinnung und Bearbeitung der Gewebeprobe

2.3.1 Ubersicht tiber die Proben

In diese Studie wurden insgesamt 56 humane Lungbeprvon 14 Patienten einbezogen.
Davon stammen 24 aus Resektionsoperationen odepsien von Patienten mit IFP gegen-
Uber 22 Gewebeproben als Kontrolle. Weiterhin war@l® Proben von einem Patienten mit
zentrilobularem Lungenemphysem untersucht. lhre i@amg und Bearbeitung erfolgte im
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Pathologischen Institut der Universitatsklinik Geal{2003) und im Institut fur diagnostische
Pathologie der Universitat Homburg/Saar (20@8& Proben wurden vor der histologischen
Aufarbeitung durch das pathologische Institut fimgdostische Zwecke der Abteilung ftr
Radiologie zur Verfigung gestellt. Unmittelbar nalgr Micro-CT Untersuchung wurden die
Proben vollstandig dem Institut fir Pathologie $beltt.

Um die dinnen Alveolarwande in der microtomogragies Untersuchungen in bester Qua-
litat darstellen zu kénnen, wurden verschiedenetikastierungsmethoden angewandt, da die
Septen an sich einen sehr niedrigen Rontgenkoriiegsizen. In der Literatur findet sich noch
keine einheitliche Stellungnahme, welche Methodé& gkeigneteste ist. Aus diesen Grinden
kamen verschiedene Kontrastierungsverfahren zuw&telung: Eine native Formalinfixie-
rung ohne Kontrastverstarkung, die Behandlung neim{omtetroxid, Quecksilberchlorid und
dem intravasalen Kontrastmittel Microfil zur Gefaistellung.

In der Kontrollgruppe fir die Messung von Alveotarmen und LuftrAumen wurden 3 Au-
topsieproben von 3 Lungengesunden verwendet, digikting zur Fibrosegruppe erfolgte
durch den histologisch bestatigten Nachweis der IPF

Bei der GefalRquantifizierung erfolgte die Zuordnehgnfalls nach der Histologie. Hierdurch
ist es bei dieser Messung bedingt, dass verscheeesben dreier Patienten in verschiedene
Kategorien einbezogen wurden, je nach dem Vorhasiervon Fibrose. Eine genaue Auf-
schltsselung der Proben und ihrer verschiedenetr&siierungen findet sich im Anhang.

Zu beachten ist weiterhin, dass wir 2 verschiedgimahlenquellen benutzten. Da bei einem
Emphysem eine Rarefizierung der feinen Alveolaeseporliegt, wurden die Emphysempro-
ben, sowie ihre Kontrollen mit Synchrotronstrahlgggcannt, um eine bessere Auflésung zu
garantieren. Bei Fibrose liegt im Gegensatz einedi¢ckung des Parenchyms vor, weshalb
diese Proben sowie ihre Kontrollen mit Réntgendirady gescannt wurden. Proben, welche
aufgrund von Kontrastmittelfehlperfusion nicht fiitessungen verwendbar waren, wurden

nicht miteinbezogen.

2.3.2 Fixierung der Lungenproben

Die Fixierung der Proben in Inspirationsstellunfplgite analog der von Rau und Mittermeier
1980 entwickelten Formalindampfbeatmung (Rau etl@80a; Rau et. al 1980b). Hierbei
wird zunachst ein Hauptbronchus Uber ein Ansatkstiit der Beatmungsmaschine konnek-
tiert. Das Organ platziert man auf einer anatomgeformten Flache der Fixationskammer,
sodass Spilflussigkeit und Blut aus dem Bronchssésy ablaufen kénnen. Beim Erwarmen
des FormalinsKormaldehyd 37 %, saurefrei; Firma Merck, Darmsjaaif 50°C entsteht in
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dem geschlossenen Behalter Formalindampf, welcimenMembranpumpe gleichmalig tber
die Bronchien in das Gewebe transportiert. Um alieliul3ere, pleurale Oberflache der Lun-
ge entsprechend zu fixieren, wird zudem Formalingfaier ein Schlauchsystem in die Fixa-
tionskammer eingeleitet. Zu beachten ist dabeis s Temperatur des Dampfes in der
Kammer durch eine zwischengeschaltete Heizung wa 8fC hdoher ist, als in der Lunge,
damit kein Kondenswasser entsteht. AnschlieBenolgéreine volumenkontrollierte Beat-
mung mit positivem endexspiratorischem Druck. DeatBhungsdruck wurde mit Hilfe eines
nachgeschalteten Ventils individuell reguliert.der Inspirationsphase transportiert die Pum-
pe ein konstantes Volumen des Gasgemisches ausihdfEormalindampf. Durch den fol-
genden Stillstand der Pumptatigkeit ermdglichenngiggirlichen Ruckstellkrafte die Retrakti-
on der Lunge. Schliel3lich wird manuell das zugedgiMolumen durch Erhéhung des nachge-
schalteten Widerstands bis zur optimalen Entfaliyesteigert. Entnommen werden kann eine
beluftete, in Inspirationsstellung fixierte Lund®as feuchte Gewebe wurde ebenfalls mit dem
unter 2.4.3.2 beschriebenen Critical Point DryéPD 030, Firma BAL-TEC, Witt¢rge-
trocknet, wodurch sich tberschissige Flussigkeiearen liel3, ohne eine Deformation des
Gewebes zu erzeugen.

Beatmungsspitzendruck max. 35 cCH
Atemfrequenz 12 / Minute
PEEP 5cm D
Verhéltnis Inspiration: Exspiration 1:2

Tab. 4: Ubersicht der Beatmungsparameter

2.3.3 Préaparation der mit Osmiumtetroxid kontrastierten L ungenproben

2.3.3.1 Chemische Entwéasserung

Bei einigen Proben wurde zuséatzlich eine Kontrastig mit Osmiumtetroxid in Anschluss an
dasbeschriebene Formalindampfverfahren durchgefihe Marbereitung der Proben auf die
Osmierung erfolgt durch die chemische Entwasseraipei werden 100 ml DMP2(2-
Dimethoxypropan, Gehalt 97%, Firma Merck-Schuchgarttthenbrunh mit 4 Tropfen 37 %-
iger SalzsaureHirma Merck, Darmstadtangesauert. Die Gewebeproben werden noch einmal
mit saugfahigen Tuchern behandelt und in frischba8Baisse gebracht, in welche mit einer

Glaspipette 7 ml angesauertes DMP zugegeben wadh IS0 mindtiger Rotation erfolgt der
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erste von 4 Austauschvorgangen des DMP, nach dgaeneweils die Rotationsphase wie-

derholt. Nach dem letzten Rotationsschritt wird D8P noch einmal ausgetauscht.

2.3.3.2 Die Kritisch-Punkt-Trocknung (CPD= critical point dying)

Die verwendete Kritisch-Punkt-Trocknung ist eindar Elektronenmikroskopie etabliertes
Verfahren und garantiert eine gewebeschonende fumgck ohne Veranderung der raumli-
chen Gewebestruktur (Bray et al. 1993).

Jede Flussigkeit besitzt einen kritischen Punkt,digch die kritische Temperatur und den
kritischen Druck definiert ist: Am kritischen Pun&kistieren bei gleicher Dichte Gas und
Flussigkeit gleichwertig nebeneinander. Die kritiscTemperatur ist die grof3tmogliche Tem-
peratur, bei der die flissige Phase einer Substaal auftreten kann, Temperaturen dartber
erlauben nur noch das Auftreten der Gasphase. it die Temperatur oberhalb der Kriti-
schen, so kann man eine Probe durch Druckverminddrocknen, ohne dass dabei die Pha-
sengrenze Gas-Flussigkeit durchlaufen wird. Marweadet fir die Kritisch-Punkt-Trock-
nung biologischer Proben Substanzen wie, @itischer Punkt bei 73 bar und 31°C). Da
sich das Wasser im Praparat mit flissigem, @@ schlecht mischt, wird es zunachst durch
ein Zwischenmedium (2,2-Dimethoxypropan) substityigas mit dem Objektwasser zu Ace-
ton und Methanol reagiert.

Im Anschluss an die chemische Entwasserung erniiglioveitere Waschvorgange den
schrittweisen Austausch des DMP gegen,Cieses liegt bei Raumtemperatur und einem
Druck von 55 bar in flussiger Form vor. Der Criti€int Dryer CPD 030 besitzt einen ver-
schlieBbaren Probenhalter, gefullt mit angesauedm, worin die Stanzzylinder nicht in
Kontakt mit Luft kommen. Gleiches gilt fur die Did@ammer, in welche der Halter einge-
setzt werden kann. Diese wird fest verschlosserl@UE gekihlt und die Einleitung des L0
(Kohlendioxid, unter Druck verflussigt; Firma Messeriesheim, Kassgkann beginnen. Ein
Magnetriuhrer durchmischt ca. 4 Minuten lang dasg&assch, welches hierauf wieder ausge-
leitet wird. Dieser Prozess wird insgesamt 11 Maictgefihrt, bis die Proben vollstandig
von flissigem C@umspult werden. Die Druckerh6hung erfolgt mit dEemperaturanstieg,
bei >31°C findet ein plotzlicher Wechsel des Agagitzgstandes statt, das vorher flissige CO
wird abrupt gasférmig, wodurch die Proben getrotkmerden. Um Feuchtigkeitseffekte bei
der durch das Ablassen des Gases bedingten Ablgiluwerhindern, wird die Druckkam-
mer weiter bis auf 42°C erwarmt. Unter diesen Begdigen wird kontrolliert Gas bis zur

Erreichung des Normaldruckes abgelassen.
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p (bar)
Abb. 7: Phasendiagramm
K Kritischer Punkt )
A Ausgangszustand flussig .

E Endzustand K,

T Tripelpunkt fest \ As

1 Luft-/Vakuumtrocknung s l ~, 9asformig
2 Kritisch-Punkt Trocknung E

t(°C)

2.3.3.3 Osmierung

Abb. 8: Makroskopische Ansicht der emphysemattsegdnprobe und Radiographie

A Ubersichtsaufnahme nach Formalindampffixierung
B 5- fache Vergrof3erung der Probe aus A
CRadiographie der emphysemoésen Lungenprobe
DRadiographie eines Teilvolumens von C

Die Proben werden in ein 2 ml Eppendorf-Gefal3 defiil welches daraufhin 1,5 ml einer
15%-igen Osmiumtetroxid Losungd$émiumtetroxid kristallin, Firma Paesel-Lorei; Frian
furt/Main; geldst in Reinstwassepipettiert werden. Diese Arbeiten werden unteesi Ab-

zug durchgefihrt da sich Osmiumtetroxid als sefirggbeim Einatmen, Verschlucken oder
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Beruhren mit der Haut erweist. Wahrend der nundiotlgn etwa dreistiindigen Rotation auf
einem ProbenrotatoE{genbau G. Magdowski; Institut fur Anatomie undlldelogie) farbt
sich das Gewebe dunkelbraun-schwarz. Im Anschluigerat man Uberschissige Osmiumlo-
sung durch Auskippen des Reaktionsgefalies undchtige Betupfung der Proben mit einem
saugfahigen Papiertuch. Weitere Ruckstande lasslerdsrch eine mehrmalige Waschproze-
dur beseitigen. Dazu gibt man das Gewebe in eimaBbldeckelgefal? zusammen mit 7 ml
Aqua dest. Nach weiteren 30 Minuten auf dem Pradiator wird die Flussigkeit im Behalter

durch frische ausgetauscht und erneut rotiert.ddigsrgang wird drei Mal wiederholt.

2.4 Préaparation der intervaskular kontrastierten Lungenproben
Wenn moglich wurde der zum Zielsegment VIII fihrendlbschnitt der Arteria pulmonalis
mit einer Knopfsonde sondiert, sonst wurde ein seglgeeignetes Segment fur die Perfusion

ausgewahlt.

Abb. 9: Intervaskular kontrastierte Proben

A Schnitt durch den rechten Unterlappen. Deutlickeanbar ist die Anreicherung des gelb gefarb-
ten Kontrastmittels Microfil in den GefalRen des gemsegmentes VIII. Auch makroskopisch sind
die starke Fibrotisierung und der Verlust an nomalalveolarem Gewebe sichtbar.

B Histologischer Schnitt durch die fibrotische Proke fache VergroRerung HE Farbung, das
Microfil Kontrastmittel ist als schwarze Ablageruimgden Gefal3en sichtbar (Pfeil), durch die his-
tologische Bearbeitung kam es teilweise zu Schumgghrtefakten. Auffallig ist zudem das reor-
ganisierte, revaskularisierte, doppellumige Gefalese typische Morphologie kann das Residuum
einer Thrombosierung sein.

Entlang der Knopfsonde wurde ein blockbarer Baliahkter (Cuffdurchmesser 6,0 mm) bis
in die Peripherie des Segmentes vorgeschoben. Braniibrde langsam isotone 0,9%ige
Kochsalzlosung appliziert, bis der Ausfluss makags&ch blutleer erschien. Als Kontrastmit-

tel verwendeten wir das bleihaltige Verbundpolynvicrofil® (Microfil® MV-122, Flow
Tech, Carver, MA, USAein Gemisch aus drei Komponenten: Dem gelben@Gbvhpound,
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dem MV Diluent und dem MV Curing Agent, der Ausledifissigkeit. Diese Komponenten
wurden im Verhaltnis 4:5:0,45 in ein Gefal3 gegebed bei 900 Umdrehungen/Minute mit
Hilfe eines Magnetruhrers 10 Minuten griindlich dunescht. Anschliel3end wurde das Kon-
trastmittel unter Verwendung einer Spritze Uber Katheter in die Arterie mit einem nomi-
nalen Druck von etwa 30mmHg appliziert. Die koreeRerfusion wurde an der Gelbfarbung
des Segmentes ersichtlich, die sich aus der Fullengsefalle mit dem gelben Kontrastmittel
ergab.

Durch die Zugabe des Curing Agents zu den beiddaran Komponenten wurde der Aushar-
tungsvorgang gestartet und das flissige Kontraigetmisch nahm innerhalb von 20 Minu-
ten durch Polymerisation eine gummiartige Konsst@m Nach dieser Zeit konnte der Kathe-
ter entfernt werden und mit der Fixierung des Lunpgéparates fortgefahren werden. Hierzu
wurde das Bronchialsystem mit 4%iger Formalinldsgefiillt und in Formalinlésung liegend

Uber Nacht fixiert.

2.4.1 Préaparation der HgCl, kontrastierten Lungenproben

2 Gewebeproben eines Patienten mit IPF wurden ouiri8cher Losung bearbeitet. Sie wur-
den dabei dreimal getrankt tber Réhrchen, welcheBouinscher Loésung geflllt waren. Fur
die Bouin-5-Stammlésung wurden 12 g Quecksilbehi®md und 2,5 g Na-Acetat in 200m

destilliertem Wasser geldst. Zur Herstellung debi@echslésung wurden jeweils 20 ml der
Bouin-5-Stammldsung mit 2 ml 37% Formalinlésungsetzt.

2.5 Erstellung und Féarbung der histologischen Schnittpéperate

Nach dem CT Scan wurde Gewebe von allen verwend&t@men in Paraffin eingebettet und
fortlaufend in 8um dicke Steifen geschnitten. Egden Farbungen in Hamatoxylin-Eosin
und eine Goldners-Masson-Trichome Farbung durclhgeflie Begutachtung, Digitalisie-

rung und Fotographie der Proben fanden im Giesdasgtut fir Pathologie an einem Licht-
mikroskop(Axioskop, Zeiss; Kamera: JVC, KY-F754tatt.

2.5.1 Hamatoxylin-Eosin Farbung

Bei der Hamatoxylin-Eosin Farbung handelt es sichaine Ubersichtsfarbung von Zellen
und Zellstrukturen, mit der sich Zellkerne, Knogedlen und Kalk blauviolett darstellen und
Zytoplasma sowie Muskelzellen rot angefarbt wer@i@elsch 2005). Ribosomen und Regio-
nen mit reichem Gehalt an rauhem endoplasmatisRlegikulum im Plasma sind als blauvio-
lett erkennbar. Erythrozyten erscheinen orangstistdne Fasern bleiben ungefarbt bis rosa.
Folgende Reagenzien werden fur die Vorbereitung Rteben verwendet: Isopropanol in
100%, 96% und 70%, Aqua Dest und Leitungswasseresgwlol. Fur den Farbeprozess be-
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notigt man die folgenden Farbstoffe: Eine Gebraldsiisig saures Haemalaun nach Mayer,
ebenso wie eine Eosingebrauchslosung, bestehend®,a%sgem wassrigen EosiMerk,
Darmstadt)und einer Kombination von 70%igem Alkohol und Eisg in einem Mischungs-
verhaltnis von 1:1,5 Tropfen.

2.5.2 Goldners-Masson-Trichome Féarbung

N s A N

s O, DL Y

Abb. 10: Histopathologische Abbildungen der verveded IPF Proben

A/B Ubersichtsaufnahme zweier Lungen in HE Farbung Rantrastmittel Microfil ist als schwarze
Ablagerungen in den Gefal3en sichtbar. Der Eichbratkarkiert 1000um. Erkennbar sind so-
wohl fibrotische Areale, als auch noch intaktes gemyewebe.

C Probe in Goldners-Masson-Trichome Farbung. Dasmgriigefarbte Bindegewebe ist stark ver-
mehrt, Fibroblastenfoci sind erkennbar. Der Eichitsad markiert 500pum.

D Detailaufnahme einer Probe in HE Farbung. Zu béentsind Fibroblastenfoci im Gewebe und
abgelagertes Kontrastmittel in den Gefal3en. Dehkétken markiert 200pum.

Mit dieser Farbung lassen sich Zellkerne und Katdgsern, besonders gut jedoch die glatten
Muskelzellen darstellen (Welsch 2005). Die Zellleemerden braunschwarz, das Zytoplasma
ziegelrot und Kollagenfasern griin angefarbt.

Fur die Vorbereitung der Proben verwendet man oligehden Reagenzien: Isopropanol in
98%, 96%, 90%, 80% und 70%, Aqua Dest und Leituagser sowie Xylol. An Stoffen und
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Losungen werden fur den Farbeprozess bendtigtnkiseatoxylin nach Weigert, Ponceau-
Saurefuchsin, Lichtgrin, 1%ige Essigsaure und eebr@ichsgemisch von Orange G-
Phosphorwolframsaure.

2.6 Scannprozess und digitale Auswertung

2.6.1 Der Scanprozess

Alle Proben wurden in einem kommerziell erhaltlichilicro Computertomographen 1072
der Firma SkyScarnSkyScan-1072 High resolution desk-top micro-CTesys Firma Sky-
scan, Aartselaar, Belgiemgescannt. Das Gerat besitzt eine Wolfram MicrosoBwhre(80

kV type L6731-01, Firma Hamamatsu, Toyooka-villagggan) mit einer R6hrenspannung
von 80 kV. Diese kann bei einer Beschleunigungssyag von 20 — 80 kV bei einer Leistung
von 8 W betrieben werden. Das Gerat basiert audreiegelstrahlgeometrie. Die Proben
wurden aus der Eppendorfkivette entnommen und liogP&nfolie, welche das Austrocknen
der Probe verhindert, eingeschlossen. Mit Hilfe \Wmrmmasse liel3en sie sich auf einem
computergesteuerten, rotierbaren Probenschlitiearén und Gber 180 Grad in Einzelschrit-
ten von 0,45 bzw 0,225° mit einer Aufnahmezeit 2ogf Sekunden pro Schritt scannen. Der
Detektor enthalt eine digitale 12-bit CCD-Kamera mner Auflésung von 1024 x 1024 Pi-
xel. Die geometrische VergroRerung wird durch dérstAnd zwischen dem Untersuchungs-
objekt und der Strahlenquelle determiniert und tfilor einer maximal 80-fachen Vergréf3e-
rung mit einer minimalen Pixel- bzw. FokusgréRe ®mum. Fur die Rekonstruktion des
Rohdatensatzes wurde ein modifizierter Feldkampedmam Rekonstruktionsmodus einge-
setzt. Jedes Bild besteht aus einer Matrix von 202824 Pixel mit einer individuellen Vo-
xelgréRe von etwa 5- 18 fm

Zunéachst erfolgte die Aufnahme eines als Scout \bemeichneten Ubersichtsradiogrammes
bei einer R6hrenspannung von 60 kV und einem R&tm@m von 100 pA, woran sich die
korrekte Positionierung der verpackten Probe aof 8ehlitten Gberprifen lie3 und eventuel-
le Korrekturen vorgenommen werden konnten. Auchvdie 0° bis 180° in 20°-Schritten an-
gefertigten Topogramme dienten der Vorbereitungefiiroptimales Scanergebnis. Die Expo-
sitionszeit wird anhand einer Absorptionskurve iopdgramm ermittelt, wodurch Uber- und
Unterbelichtungen vermieden werdetur Verwendung kam weiterhin ein Algorithmus zur
Korrektur von Strahlenaufhartungen (,beam hardexirgection®).

Bei einigen Proben war das Probenvolumen zu gnoldnweinem einzigen Scan dargestellt zu

werden, weshalb bei diesem Gewebe zuerst der yurdareach der obere Anteil gescannt
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wurde. Mit Hilfe einer speziellen Software lie3achsbeide Scans nahtlos zu einem Gesamt-
bild zusammenfugen.

Bei einer durchschnittlichen Expositionszeit voé &,und durchschnittlich 800 Einzelbildern
ergab sich eine reine Gesamtexpositionszeit vor8¢aMinuten. Die Dauer der gesamten
Scanzeit ist allerdings wesentlich langer, denrsziven jedem Einzelbild muss eine Abspei-
cherung der aufgenommenen Rohdaten in Dateien K&-Fbrmat erfolgen. Daraus kdnnen
im Weiteren axiale Schnittbilder rekonstruiert wemgd wobei verschiedene Parameter, wie
etwa die Grauwertdarstellung, manuell einstellbad.sDie so bearbeiteten Datensatze be-
standen aus bis zu ca. 800 Schnittbildern im Bitfrapnat pro Probe.

Wahrend Réhrenspannung, Aquisitionszeit und Matdafkg bei allen Proben identisch mit
den oben genannten Werten tbereinstimmen, varigieeRarameter Voxelgrél3e und Rotati-
onswinkel individuell zwischen den verschiedeneoben. Die Proben wurden um 180° ge-
scannt in einzelnen Winkelschritten, welche 0,48®ro00,225° betrugen. Die Voxelgréfie
wurde individuell zwischen 3,49 |fmind 18,08 prhgewahlt. Fur die Ermittlung der minimal
bendtigten VoxelgroR3e, um die Morphologie der ldeirGefalie zu beurteilen, wurden einige
der intervaskular kontrastierten Proben bei stankleen VoxelgréRen bis 500 ums3 gescannt.
Um die Lungenfeinarchitektur noch genauer darstelled studieren zu kénnen, wurden 6
Kontrollproben und 5 Proben mit schwerem Lungengrapim am NSLS in den Brookhaven
National Laboratories mit einem X2B beam-line gestaDie Proben wurden um 360° um
ihre zentrale Achse rotiert in Schritten von jewdli|25°, was zu 1440 einzelnen Projektionen
fuhrte. Die Drehachse wurde anhand der lateralgmeéBeung ausgerichtet. Indem die einzel-
nen Bilder entlang der Rotationsachse aneinandéggeurden, wurden Ansichten aus je-
dem maglichen Winkel zwischen 0 und 180°erzeugst ®ia effektives Blickfeld von 9,2mm
(d.h. 2.300 Pixel zu 4pihin der transversalen Richtung bzw 5,2mm (1.30@IPiu 4 pm)

in der axialen Richtung bedeutet. Jedem Pixel wunerte einer 16 bit Grau-Skala zuge-
ordnet. Alle Proben wurden unter identischen Bedliggn mit einer nominalen Photonen-
energie von 18 keV und einer Bandbreite von 50 estgnnt.

2.6.2 Vergleich von histologischen Praparaten und Micro-@

Nach dem oben genannten Verfahren wurden histaogiSchnitte aus den Gewebeproben
gefertigt, welche zuvor im Micro-CT gescannt wordamd. Durch die Gegenuberstellung der
beiden darstellenden Verfahren sollte die Detaifiégdit und Realitatstreue der Micro-CT
Darstellung im direkten Vergleich zur Histologiehand derselben Probenschicht erfolgen.

Hierfir musste der dreidimensionale Micro-CT Datgnsiach der exakten Schnittebene fir
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das eindimensionale histologische Bild durchsuatrtden (s. Abb. 12). Dazu wurde das Fly-
Tool der Analyze Softwar@iomedical Imaging Resource, Mayo Foundation, U%&sion
7.0) verwendet. Dieses ermdglicht es, den Datensatz indoviduell einstellbaren Schichttie-
fen in alle méglichen Ebenen des Raumes zu schwertkehen oder rotieren. Auffallige
Strukturen, wie zum Beispiel grol3e Gefalde, Brorighsepten oder der Probenumriss, dien-
ten zunachst als grobe Landmarken. Waren diesggigbsitioniert, erfolgte die Feineinstel-
lung, wobei zu beachten ist, dass die Schichtdwekeert. Wahrend die Dicke der Histologie
ca. 8uni betragt, unterliegt der Micro-CT Datensatz anhdad VoxelgréRe von 5-18 pfm
einer anderen Unterteilung. Ebenso wird aber auetDétailauflosung durch die gewéhlte

Voxelgrof3e limitiert.

A B C D E

Abb. 11: Schema zum Matching Histologie und MiclioEatensatz

A Histologische Schnittebene mit drei markanten Laaréten

B Micro-CT Datensatz, durch VoxelgroRRe in untersclivbe@ Schichten aufgeteilt

C/D Micro-CT Datensatz, einzelne Schichten durchfahzoen Aufsuchen der Landmarken

E Einstellen der histologischen Schnittebene im MCT Datensatz anhand der Landmarken

2.6.3 Semiautomatische morphometrische Analyse der Mikrd=T Datensatze mit Hilfe
der Analyze Software

Zur quantitativen Auswertung wurden die morphonsetren Parameter Gefal3- und Pa-
renchymvolumen sowie des Alveolarraumes gemessenziHwurden die Werkzeuge ,regi-

on of interest” und ,Volume render* des Analyze B@freprogrammes benutzt. Das Prinzip
der Messung beruht auf einem bindren System, wuobei anhand der Einstellung des Grau-
wertes (Treshold) das zu messende Gewebe anharedt Bechte auswahlen kann. Durch die
Binarisierung der Grauwerte werden die ursprunglicraustufenbilder in Schwarz-Weil3-
Bilder tGberfuhrt (s. Abb. 13). Die Binarisierungagt mittels eines lokalen Segmentierungs-
Algorithmus, welcher Gewebe von Nicht-Gewebe anham automatisch ermittelten loka-

len Schwellenwerten trennen kann. Fir die Beumegildes Gefaldvolumens wurden die Pro-
ben mit Microfil Kontrastmittel perfundiert, wodurceine selektive Darstellung der Gefalie

anhand der Dichteanhebung gewahrleistet wird. \@r Messungen wurde mit Hilfe des
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~Edit" Werkzeuges manuell die auf dem Datensathtba@re Folie, in welche die Proben ein-
gepackt waren, entfernt. Diese hatte eine ahnlidicbte wie das Parenchym und ware mit
gemessen worden. Mit Hilfe des ,Edit* Werkzeugessén sich manuell ausgewéhlte Bildan-
teile markieren, die das Programm daraufhin hecdunesdet. Die Markierungen missen auf

jeder neuen Schicht des Datensatzes auf die Rikettidnrer Lage Uberprift und ggf. korri-

giert werden.

Abb. 12: Binarisierung/ Treshold setzen

A Ausschnitt aus dem Schichtbild des Scans einetréltinge
B Bei den binarisierten Bildern wird das Gewebe wdiB Luftraume hingegen schwarz abgebildet

Abb. 13: Quantifizierungsprozess

A Anhand des Tresholds lassen sich die zu messeretenhiedenen Objekte farbig markieren und
benennen, wie hier Alveolarraum (Luft: rot) und 8achym (griin)

B Wahrend des Quantifizierungsvorganges durch dady&a Programm werden die momentan ge-
messenen Objekte (hier Parenchym) farbig hervorgeho

Die Messung von Alveolarraum und Parenchymantdédigie an den Ubrigen Proben. Zur
Durchfiihrung dieser Messungen wurde jedoch vorlmekébisches Volumenelement (Regi-

on of Interest) ausgewahlt und somit ein Unterv@uongeschaffen, welches vollstandig in-
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nerhalb der Probe liegt und keinen Kontakt nacteaugsitzt. Dies war nétig, da die im Al-
veolarraum befindliche Luft die gleichen Dichteveehat, wie die die Probe umgebende Au-
Renluft. Aus den gleichen Arealen erfolgte die Bestung des Parenchyms.

2.6.4 Zweidimensionale Bildverarbeitung

Ebenso wurde die Funktion ,Multiplanar sectionstwendet. Diese zweidimensionale Re-
formation dient der schnellen Ansicht des kontirlideen Datensatzes und ermdoglicht es,
einzelne Schichten als Bilddateien zu exportieigr. Datensatz kann sowohl sagittal, coro-
nar oder axial errechnet werden. Dabei werden eos Datenvolumen nur die Gbereinander-
liegenden Voxel einer erstellten Ebene in LaAngsuict des Zylinders dargestellt.

Mit Hilfe des Edit Tools (s. Abb. 15) konnten di@rende Folie und ausgepragte Streustrah-

lung reduziert werden.

Abb. 14: Edit Tool

A Unbearbeiteter Scan einer fibrotischen Probe

B Mit dem Edit Tool werden die zu entfernenden Efgenmanuell in roter Farbe markiert. Um Feh-
ler zu vermeiden muss jede Schicht einzeln beathedrden.

C Sowohl die Einpackungsfolie, als auch die Straindting lassen sich markieren. Jedoch sollte man
einen genugenden Abstand zur Probe einhalten.

D Durch die manuelle Bearbeitung konnten die rogeférbten Anteile von Folie und Streustrahlung
entfernt werden.

2.6.5 Erstellung dreidimensionaler Darstellungen

Die Erstellung der dreidimensionalen Ansichten lgteomit dem Werkzeug ,Volume render”
des Analyze Programmes. Es vereint Rechenprozesselrflachen- und Volumendarstel-
lung. Hierzu stehen verschiedene Formate zur Auls\iaé MIP basiert auf einem Transmis-
sions-Algorithmus, welcher die maximale Voxelintédisentlang des Strahlenganges berick-
sichtigt. Summed Voxel Projection und Surface Rutipa benutzen ebenfalls einen Trans-
missions-Algorithmus, die jedoch den Mittelwert d@ansmission aller Voxel einbeziehen.
Erstere bericksichtigt alle Voxel entlang des $#&madanges gleich, wahrend letztere den
Mittelwert von N Voxel abbildet, beginnend mit dender Objektoberflache. Die Funktion
des Gradient Shading dient als Standardeinstellurtbezieht das Erscheinungsbild einer
reflektierenden Oberflache bei gleichmaliiger Bditweg in die dreidimensionale Erstellung
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ein. Das Volume Compositing berlicksichtigt zusélzlauch die farbliche Gestaltung und
Transparenz. Der Modus des Depth Shading ist eflelR@ns-Algorithmus, wodurch Voxel
im Vordergrund heller gestaltet werden, als daliieigende. Demnach ist der Grauwert eines
jeden erstellten Pixels abhéangig von der Tiefe. adligkeit des Bildes wird durch den dem
Betrachter am nachsten liegenden Voxel bestimna. Dansparency Einstellung ermoglicht
die simultane Abbildung mehrerer Objekte und praglizine 24 bit True-Color Projektion
aller Oberflachengradienten.

Mit Hilfe des Tresholds lassen sich einzelne Bijd&te selektiv auswahlen. Die Funktionen
,combine* oder ,seperate” ermoglichen es, versohinsd Objekte zu kombinieren bzw. ein
ausgewahltes Objekt weiter zu unterteilen.

Die verschieden wéhlbaren Formate mit spezifiscbheterfunktionen erlauben vielfaltige
Maglichkeiten der Darstellung. Auch Farbgebung,ddehtung und die Positionierung im
Raum lassen sich vom Benutzer nach seinen Winsutymassen. Auf Grund der GréRRe der
Datensatze und der Detailtreue wurden bei der Abht) des Parenchyms nur einige Schich-
ten der Probe ausgewahlt, wahrend Gefal3e nur iBeged Volumina in ihrem gesamten Ver-

lauf vollstéandig wiederzugeben sind.

2.6.6 Rekonstruktion eines Azinus

Bei einer mit Synchrotronstrahlung gescannten emsgmatosen sowie einer Kontrolllungen-
probe wurde mit dem von Litzlbauer 2010 beschriebe@enterline-Rekonstruktionsalgo-
rithmus, der auf einem automatischen Baumdiagramsielt, eine dreidimensionale Rekon-
struktion eines humanen Azinus durchgefihrt (Lezier 2010).

2.7 Statistische Auswertung

Die statistische Analyse wurde mit dem Analyseprogn JMP 6.0 durchgeflhrt. Alle Anga-
ben der deskriptiven Statistik werden als arithso#te Mittelwerte +/- Standardabweichung
angegeben. Statistische Unterschiede zwischen dgopén wurden mit Hilfe des einfaktori-
ellen Varianzanalysetestes (One-way ANOVA) und Tekey-Kramer Gegentests ermittelt.

Statistische Signifikanz wird fir Werte mitg0,05 festgelegt.
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3. Ergebnisse

3.1 Kontrollproben
A

Abb. 15: Ubersicht tiber die Kontrollproben

Scout view (Ubersichtsbild)

Zweidimensionale Darstellung, Synchrotron

Zweidimensionale Darstellung, Micro-CT, invertiert

Zweidimensionale Darstellung, Micro-CT

Zweidimensionale Darstellungeiner intravskular kastierten Probe, Micro-CT
Dreidimensionale Darstellung des Parenchyms, MICio

Dreidimensionale Darstellung des Parenchyms, &yton

Dreidimensionale Darstellung der Gefalie

IGOTTMmMOoOOW>»

Bei den Kontrollproben handelt es sich um aus Apsien gewonnene Proben, wobei das
Lungengewebe an sich keine Pathologien aufweist.

In der Abb. 15 werden verschiedene Ansichten diEsalbbengruppe zusammengefasst. Der in
A dargestellte ,Scout view" dient als Ubersicht darscannenden Lungenprobe und zur Pla-
nung der Micro-CT Untersuchung. Man kann daranrearsten Eindruck tGber Positionierung
und Qualitat der Probe erhalten. DieBrnund G gezeigten Proben wurden im Vergleich zu
den anderen mittels der Synchrotronstrahlung gescaimterC wird eine invertierte Darstel-
lung gezeigt, wobei durch die Invertierung allel=dyzw. Helligkeitswerte eines Bildes um-
gekehrt werden. Das helle Gewebe kommt auf dett mefertierten Abbildung mit dunklem
Hintergrund besser zur Geltung, wahrend die Alvealane auf dem invertierten Bild mit
weillem Hintergrund deutlicher ins Auge fallénrH stellen dreidimensionale Abbildungen

der Proben dar, wobei jeweils selektiv das Paramcbgier die Gefal3e zur Abbildung kom-
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men. Das Analyze Programmes bietet durch diverserschiedlich einstellbare Parameter

eine ganze Bandbreite von Mdglichkeiten der dreatisionalen Darstellung.

Abb. 16: Vergleich der Gefal3architektur von Korltusigen und fibrotischen Lungen
A MIP der Kontrolllunge

B Dreidimensionale Gefalidarstellung der Kontrollleng

C MIP der fibrotischen Lunge

D Dreidimensionale Gefal3darstellung der fibrotischemge

Bei den mit Mikrofil behandelten Proben lasst smtht nur eine Quantifizierung des Gefal3-
volumens durchfuhren, sondern die intravaskularatk&stierung ermoglicht auch eine re-
konstruktive dreidimensionale Darstellung der Gsfélktur. Die Abb. 16 stellt die Ergebnis-
se der morphologischen Gefaf3analyse von fibrotis@@eD) im Vergleich zu gesunden Pro-
ben @,B) gegeniber. Bei den gesunden Proben fallt dieesagt bessere Qualitéat der Ge-
falRabbildung auf: Die Gefalde sind vollstandigegdstellt und lassen sich gut bis in die Pe-
ripherie verfolgen, ihr Verlauf ist geradlinig. IMergleich dazu finden sich bei den fibroti-
schen Proben haufiger KontrastmittelaussparungenGefallabbriiche und daraus resultie-
rend eine geringere Gefalddichte. Ebenso zeigerhdigfiger atypische, geschlangelte Gefal3-
verlaufe, wie etwa der hellblaue GefalRabschnitieinAbb.16D.

3.2 Fibrose
Die Proben der Fibrosegruppe wurden nach der kimgemit Hilfe von unterschiedlichen
Verfahren kontrastiert. Die Abb. 17 zeigt B3D eine zweidimensionale Darstellung dieser
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verschieden behandelten ProbenFlwird wiederrum eine dreidimensionale Abbildung des

Parenchymanteiles einer fibrotischen Probe visigalis

Abb. 17: Ubersicht iiber die Fibroseproben

Scout view (Ubersichtsbild)

Zweidimensionale Darstellung, nativ

Zweidimensionale Darstellung, Kontrastierung nmouBin scher Lésung
Zweidimensionale Darstellung, Kontrastierung min@umtetroxid

MIP mit Darstellung der GefaRRe

Dreidiemnsionale Darstellung des Parenchyms

mMTmoO®>

In Abb. 18 ist eine Auswahl unterschiedlicher GefaRdarstgén der intervaskular kontras-
tierten, fibrotischen Proben dargestellt. Hieraflesodie morphologischen Auffalligkeiten
und Pathologien dieser Probengruppe beschriebetleweZum einen existieren Gefal3netzte
mit einer Qualitat und Ausbreitung ahnlich der Kotiproben A). Hierbei wirkt die Gefal3-
dichte sogar leicht vermehrt gegentber den gesuRdgmen. Demgegeniber steht aber eine
groRere Anzahl von Proben, welche eine Rarefizpues Gefal3netzes bzw. atypische Ge-
falRverlaufe oder Gefallabbruch aufweidgiF). Bei den AbbildungeB® und D fallt auf, dass
besonders der basale Probenanteil eine geringdé®@ehte aufweist, bzw. in grol3en Area-
len kein versorgendes Gefald darstellbar ist. DieGnbeschriftete Probendarstellung zeigt

eine extreme Rarefizierung der Gefal3e aufgrundzamireichen GefalRabbrichen. Die Pfeile
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zeigen auf Kontrastmittelaussparungen in den grdBef@l3en, wobei dahinterliegende Ab-
schnitte wieder kontrastiert sind. Die kleinen Twecbefal3e, die daraus hervorgehen und in
die Peripherie ziehen, sind nicht abgebildet. Beauch in der Volume Compositing Projek-
tion derselben Probe zu erkennen. Weitere Pfeilem AbbildungerB, C, D, Eund F mar-
kieren atypische Gefal3verlaufe. Dabei kommt esbelgroRen GefalRen zu einem sonder-
bar geschlangelten, korkenzieherartig verformteriavié Dies ist haufig bei der Betrachtung
der fibrotischen Proben zu finden, jedoch seltardbe Gefalidarstellung der gesunden.

Abb. 18: GefaRdarstellung der fibrotischen Proben

A MIP einer fibrotischen Probe

B MIP einer fibrotischen Probe

C MIP einer fibrotischen Probe

D MIP einer fibrotischen Probe

E Gradient Shading der Probe aus (B) mit separieta@ialien

F Volume Compositing der Probe aus (C)

Die Pfeile markieren geschlangelte Gefallverlaufd @GefalRabbriche (s. Text)
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Abb. 19: Gefal3darstellung nach Voxelgrolie

a-f MIP einer fibrotischen Probe mit einer Voxelgréfgm 14 um; 25 um; 50 um; 100 pm; 250 pm;
500 pm, mit atypischem Gefal3verlauf.

g-l MIP einer Kontrollprobe mit einer VoxelgréRe vohdm; 25 pum; 50 um; 100 um; 250 pm; 500
pm, mit physiologischem Gefa3verlauf
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Um diese Beobachtungen der aberranten Gefal3erotifithen Lungenproben weiter zu un-
tersuchen, wurden 10 der fibrotischen Lungenproivefche die geschlangelten Gefaldverlau-
fe aufwiesen, sowie die zugehoérigen gesunden Kiymtoben mit unauffalliger Gefal3archi-
tektur in unterschiedlicher Voxelgrof3e gescanntf diese Weise konnten wir die minimal
bendtigte VoxelgrolRe zum Erkennen der Gefal3patiesiagrmitteln. Wenn ein klinisches CT
zur Detektierung dieses atypischen Teilungs- undavdésmuster bzw. fir eine Quantifizie-
rung dieser Gefal3e verwendet werden soll, darginst Voxelgrof3e kleiner als 250 um (d.h.
0,157 mm Voxelvolumen) zu verwenden. Wie in Abb. 19 erdicht zeigen sich ab 250 um,
wenn auch noch leicht verschwommen, erste erkeanbaterschiede im Gefal3verlauf zwi-
schen den beiden Proben, bei grol3eren Voxelgr@ssen sich diese noch nicht ausmachen.
Um die Qualitat der microtomographischen Abbildumg® Vergleich zu einem etablierten
Verfahren, wie der Histologie, zu beurteilen, verigén wir die zweidimensionalen Schichten
einiger gescannter Datensatze mit den vorher ariggén histologischen Praperaten der

identischen fibrotischen Probe.

Abb. 20: Micro-CT Schnitt (A) mit korrespondierendelistologie-Préparat (B)

Wie die Abb. 20 zeigt, ist die Zuordnung zwischercid-CT Schichtbild und dem korres-
pondierenden histologischen Schnittpraparat gutlictiigHierbei lassen sich besonders die
auffalligen Strukturen, wie etwa die Gefal3e, debtkerkennen. Die mit dem schwarzen Pfell
markierten Gefal3e zeigen die richtige Positionigran und sind auf beiden Ansichten Uber-
einstimmend abgebildet. Dabei lassen sich Lumen \Wadhdstruktur der groReren Gefal3e
deutlich abgrenzen. Kleinere bzw. vendse Gefalgeeitien dinneren Wandaufbau besitzen,
sind hingegen nicht vom Parenchym abgrenzbar. Avethes nicht mdglich, die komplexe
Geometrie der Alveolen deckungsgleich abzubilden.
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Ein weiterer wesentlicher Bestandteil dieser Arlidie Quantifizierung der Strukturen des
gesunden Lungengewebes im Vergleich zu fibrotischathemphysematésem. Als Parame-
ter dienen dazu der Parenchymanteil (Parenchynea)Abveolarraum (Air Space) und das
GefalRvolumen (Vascular Volume). Die Abb. 21 zeigt Brgebnisse des gemessenen Alveo-
larraumes (air space) und des Parenchyms (Tisaatoin) fur gesunde, fibrotische und em-
physematdse, humane Lungenproben. Betrachtet nmai\lgeolarraum, so ist eindeutig zu
erkennen, dass bei Lungenfibrose der Luftraum kgmt gegentber der Kontrolllunge ver-
mindert ist (p < 0,001). Des Weiteren zeigt sicassdder Luftraum bei zentrilobularem Em-
physem in der microtomographischen Messung gegerddregesunden Lunge signifikant
vermehrt ist (p < 0,001). Umgekehrte Resultateetief die Bestimmung des Parenchyms.
Hierbei zeigte sich im Vergleich zu den Kontrollein signifikant erhéhter Gewebeanteil bei

Fibrose, wahrend beim Emphysem das Parenchym veemiist (p <0,001).
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Abb. 21: Quantifizierung Air Space und Tissue Fract

Darstellung der Volumina von Luftraum (Air spacaegduParenchym (Tissue Fraction) fir
emphysematose, fibrotische und Kontrolllungen

Abb. 22 zeigt eine detaillierte Darstellung der égisse von fibrdsen und normalen Proben,
nach den unterschiedlichen Fixierungs- bzw. Kotisasngsmethoden. Ebenso dargestellt ist
das Ergebnis der Gefallvolumenmessung (Vesselhéiiergab sich ebenso ein signifikanter

Unterschied (p < 0,02) zwischen dem Gefal3anteiKaertrollproben mit erhéhtem Gefaldan-
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teil im Vergleich zu den Fibroseproben, bei dengrze einem verminderten Gefaldvolumen

gekommen ist.
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AIR Parenchyma Vessel

Abb. 22: Zusammenfassung Quantifizierung nach irgsmethode

Zusammenfassende Darstellung der gemessenen ValuonirLuftraum, Parenchym und Gefal3en fur
fibrotische Proben und Kontrolllungen, aufgeschélssach den verschiedenen Fixierungs-/Kontras-
tierungsverfahren

3.3 Emphysem

10 Proben eines Patienten mit Lugenemphysem wurdemem Synchrotron gescannt. Die
unterschiedlichen Ansichten dieser emphysematossieR stellt Abb. 23 zusammen. Bereits
in der Makroskopie sind die aufgeweiteten Alveatarhtbar A, B). In C zeigt eine MIP Re-
konstruktion die Brillianz des Synchrotrons. Hiemkmt das feine alveolare Netzwerk beson-
ders eindricklich zur Darstellung. Bei einer andearstellung D-F) sind die pathologi-
schen Charakteristika geringer ausgepragt, jedewt gich im Vergleich zu Kontrollproben
eine Uberexpansion der terminalen Luftwege alsh@siceiner destruierten Lungenfeinstruk-
tur. Wie unter 2.2.6 beschrieben, entstand derbh. 4B dargestellte isolierte Azinus, wel-
cher von dem irA mit einem Stern markierten Bronchius einer Kompralbe ausgeht. Bei
der fibrotischen Probe lasst sich bereits in dez&schicht eine veranderte Architektur des
Luftraumes erkennen, der geschlangelt und verzeriuft. Aufgrund der Gbermafigen

Vermehrung des Parenchyms ist der Luftraum volureemgdert und enthalt wenig Luft in
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den distalen, kleinen Atemwegen. Dies ist auchenRekonstruktion sichtbar, eine normale
Azinusmorphologie kommt nicht zur Darstellung. E@mphysemattsen Proben zeigen so-
wohl dilatierte, als auch verengte Luftwege. Baséin Proben lasst sich ebenfalls kein Azi-

nus mit dem beschriebenen Rekonstruktionsalgorighisentifizieren.

Abb. 23: Darstellung der emphysematésen Lungenprobe
A Makroskopisches Ubersichtsbild

B Makroskopisches Ubersichtsbild in 5-facher Vergniftig
C MIP der Synchrotron Micro-CT Darstellung

D Axiale Einzelschicht mit 1,9m° VoxelgréRe

E MIP der Synchrotron Micro-CT Darstellung

F Axiale Einzelschicht mit 1,9m° zu E
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Abb. 24: Rekonstruktion eines Azinus

A Axiale Einzelschicht einer Kontrollprobe

B Dreidimensionale Rekonstruktion des in A markieAeginus einer Kontrolllunge
C Ausschnitt einer axialen Einzelschicht einer ftmchen Probe

D Dreidimensionale Rekonstruktion des LuftraumesGus

E Axiale Einzelschicht einer Emphysemprobe

F Dreidimensionale Rekonstruktion des in E markietteftraumes

Zum Schluss sei hier eine Zusammenstellung Uberwes- bzw. dreidimensionale Rekon-

struktion des Lungengewebes aller drei Probengmupp@&bb. 25 erwéhnt. Hierbei sind die 2
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dimensionalen Schichtdarstellungen in der untereihdRkder unterschiedlichen Proben flr
Kontrolle, Emphysem und Fibrose dargestellt. Inalezren Reihe zeigen sich die 3 dimensi-
onalen Rekonstruktionen dieser korrespondierendebeR. In der Gegentiberstellung lassen

sich deutlich die unterschiedlichen Charakteristikd Pathologien visuell nachvollziehen.

Abb. 25: Vergleichende Darstellung der verschieddnengenproben und ihrer Pathologien

A Dreidimensionale Darstellung einer Kontrollprobé mmarkiertem Bronchius (roter Stern)

a Axiale Einzelschicht einer Kontrolllunge

B Dreidimensionale Darstellung einer emphysemat®&eibe mit markiertem Bronchius (roter
Stern)

Axiale Einzelschicht einer emphysemattsen Probe

Dreidimensionale Darstellung einer fibrotischeroBe mit markiertem Bronchius (roter Stern)
c Axiale Einzelschicht einer fibrotischen Probe

O T
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4. Diskussion

Bedeutendster Bestandteil der klinischen DiagnagtikLungenfibrose ist die hochauflosende
Computertomographie, in der sich die topographiscbkalisation und Ausbreitung, das
Muster und die Dimensionierung der fibrotischenareferungen detektieren lasst. Quantita-
tive CT-Indexes sowie visuelle CT-Scores stellesriiei nitzliche Hilfen dar. Jedoch ist bei
diesem Verfahren die raumliche Auflosung limitiexgshalb sich einige der mit Fibrose as-
soziierten Verdnderungen, wie etwa die durch diedBgewebszunahme hervorgerufene
Milchglasverschattung oder Konsolidierungen, teibgeschwer von anderen Pathologien mit
ahnlichem Muster differenzieren lassen. Weitertiinrien kleinere Strukturen, wie die termi-
nalen Bronchioli oder die Acini, nicht abgebilde¢nden. Bisweilen besteht die einzige Mdg-
lichkeit zur Entscheidung zwischen akuten Vorgangew bereits irreversibel fibrotisch
transformierten Veranderungen in der Dokumentatlea Verlaufs in wiederholter Bildge-
bung.

Um die Ausbreitung der Erkrankung zu bestimmenyihkelten Ashcroft et al. ein histologi-
sches Scoring System (Ashcroft et al. 1988). Tagtaal. beschrieben eine alternative Tech-
nik fir die quantitative Bewertung der medikamentaruzierten Lungenfibrose, die auf
einer konfokalen Laserscanningmikroskopie basitatylor et al. 2002). Eine andere Mdg-
lichkeit der ex-vivo Quantifizierung benutzt eintaonatisches, computergesteuertes, opti-
sches System, welches histologische Schnitte Ubkebly ausgewéhlte Evaluationsfelder
analysiert (Izbicki et al. 2002).

Mikroskopische Untersuchungen haben sehr erfoligreice Korrelation zwischen pulmona-
ler Struktur und Funktion hergestellt und habem sits Goldstandard zur Analyse von Lun-
gengewebe etabliert. Trotzdem hat diese Vorgehassveeich ihre Unzulénglichkeiten. Ein
Problem dieses Verfahrens ist die Schwierigkeitf3gre Volumina zu beurteilen und das
Auftreten von artefiziellen, verfahrensbedingterstDisionen zu verhindern. Sowohl der Fi-
xierungsprozess mittels der Extraktion von Wassechld Formaldehydldsung, als auch die
mechanische Bearbeitung, wie etwa das Schneidemhddeen das Risiko, Artefakte in der
Histologie zu erzeugen. Ebenso ist das Verfahreaud@éndig, dass nur einige Mikrometer
des Gewebes histologisch aufgearbeitet und stibepittaft begutachtet werden kénnen. Der
wichtigste Aspekt dabei ist jedoch, dass durchH#estellung der Schnittpraperate der intakte
Zusammenhang des Gewebevolumens zerstort wird eitdrer Untersuchungen anhand der-
selben Probe mit anderen diagnostischen Methodeniegg bis unmdoglich sind. Im Ver-

gleich hierzu sind die mechanischen oder physikmi$ehen Artefakte, die durch die Micro-
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CT Untersuchung entstehen, unbedeutend, denn aatole nunbehandelte Proben kénnen
zunachst verwendet werden. Durch die Micro-CT wircht nur eine vollstandige Analyse
gréRerer Probenvolumina ermdglicht, sondern aueHrdaktheit der Gewebekontinuitat auf-
rechterhalten und weitere Untersuchungen, wie éiezareidimensionale Darstellung ermdg-
licht. AuRerdem wird bei dieser Technik weitgehand eine Interpolation der Daten verzich-
tet, so dass auch die Ergebnisse wahrscheinlicratée sind, als die der Histologie, bei der
oft Interpolation zur Analyse von Volumina heranggen wird. Der Vorteil der Histologie

liegt in der Moglichkeit der verschiedenen Farbumgeodurch sich die unterschiedlichen
Zellen differenzieren lassen und so beispielswEibeoblastenfoci oder Entziindungszellen
nachweisen lassen. Aul3erdem ist zu bedenken, bb am@alog zu den histologischen Krite-

rien diagnostische Kriterien fur das Micro-CT erakelt werden kdénnen.

HRCT Micro-CT Histologie
Zusammen-
Lokalisation und Aus- hangendes Teilvolumen
SN IS LT LS Feingewebliche Interpolation
Keine Darstellung des Keine Inter- Veranderungen .
: : Hohes Artefaktrisiko
Feingewebes polation Aufwandig

2 Dimensionale Metho-

Schnell Geringes Ar- Invasiv dik

tefaktrisiko

ey . . Farbungen mdéglich
Strahlenbelastung & Rllu= e
nale Darstel-
lungen

Abb. 26: Vergleich der 3 Diagnostiken HRCT, Micrd-and Histologie

Die durch das Micro-CT gewonnenen Schnittbildemtdizieren Strukturen, wie Bronchi,
GefaRe und Bindegewebe mit sehr genauer Ubereimsing zu der Histologie, wie die Abb.
20im Ergebnisteil verdeutlich. Die in Abb. 20 verwendete raumliche Auflésung von 8fim
VoxelgroRe erlaubt eine prazise Darstellung dergemfeinstruktur. Wahrend die Dicke der
Histologie ca. 6 um betragt, unterliegt der Micro-Batensatz anhand der Voxelgré3e von 5-
18 pnt einer anderen Unterteilung. Daher ist es wichtig,VoxelgroRe an die Schichtdicke
der Histologie anzupassen, um mdglichst identisttienittebenen zu erzeugen (s. Abb. 27).
Ebenso wird aber auch die Detailauflosung durchgemwahlte VoxelgroRe limitiert. Auler-
dem ist zu bedenken, in wie weit die empfindlictei&uren der Alveolen durch den histolo-

gischen Fixierungsprozess verandert wurden.
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Abb. 27: Schichtdicke

Wird die Voxelgrof3e des ScansAmoppelt so grof3
gewahlt, wie die Schichtdicke der HistologieBin
kénnen auch nur halb so viele Ansichten der Probe
rekonstruiert werden und es ist nicht mdglich, die
identische Schnittebene darzustellen

In der Diagnostik des Lungenemphysems gehort ndbeispirometrie ebenso die HRCT zu
den wesentlichen diagnostischen MalRnahmen mit lEsssgster Korrelation zwischen radio-
logischer Quantifizierung und morphometrischen uehungen (Sanders 1991). Zur Quan-
tifizierung stehen hierfir ein subjektiver Scorenvi®ergin et al. (Bergin et al. 1986) oder se-
miautomatische, standardisierte Software PrograrmmmeVerfigung (Kinsella et al. 1990).
Eine Probengewinnung mit histologischer Untersughigh hierbei in der klinischen Vorge-
hensweise zurzeit nicht tblich.

Ergebnisse aus Tierstudien beweisen die exzelMitgichkeit der Micro-CT Technik in der
3 dimensionalen Darstellung, Quantifizierung undphologischen Analyse von alveolarem
Gewebe (Litzlbauer et al. 2006), der pulmonaleréGafchitektur (Ritman 2005; Karau et al.
2001) und ihrer Angiogenese (Wietholt et al. 2088)ie diverser Pathologien, u.a. auch der
medikamentds oder strahleninduzierten Lungenfibrgdathow et al. 2004; Shofer et al.
2008; Lee et al. 2008), den pathologischen Veramdgn der COPD (Hogg et al. 2009) so-
wie des Lungenemphysems in und ex vivo (Parameswetral. 2009; Froese et al. 2007;
Ford et al. 2009; Kawakami et al. 2008; Postnoale2005). 2009 erfolgte eine 3 dimensio-
nale Messung des Luftraumes in normalen und empigt§sen Lungenproben von Mausen
(Parameswaran et al. 2009).

Auch an humanen Lungengewebeproben konnte die tQualer microtomographischen
Scans Uberzeugen. Bisherige Studien anhand vonchlaiem Lungengewebe beschreiben
Messungen der Luftwege (me Carroll et al. 2009).ldwy COPD (Hogg et al. 2009) und eine
Darstellung der Alveoli mit virtueller Endoskopiges Ductus alveolaris in einer normalen
Lunge und einer mit zentrilobularem Emphysem (Watzl. 2005). Litzlbauer veroffentlich-
te eine Rekonstruktion eines humanen Azinus mig8gtechrotron-Micro-CT (Litzlbauer et al.
2010).

In unserer Studie konnten wir erstmalig belegessdsch die Microcomputertomographie

vorzuglich eignet, um die Pathologien der Lungewfie und des Lungenemphysems an
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menschlichem Gewebe zu untersuchen. Ebenso komntetie hervorragende Eignung der
Microtomographie zur Quantifizierung der untersdh@hen Strukturen, wie Parenchym,
Luftraum und Gefallvolumen, demonstrieren. Aus deenh&tnis dieser Messergebnissen
lasst sich z.B. der Schweregrad einer fibrotisdban. emphysemattsen Erkrankung schlie-
Ben, bzw. eine diagnostische Zuordnung zu einebeiden Pathologien treffen.

Die gemessene erhohte Parenchymdichte bei demeyerlieiner Lungenfibrose, sowie der
erhohte lufthaltige Anteil beim Lungenemphysem giladch die bereits dargestellten Defini-
tion und Pathogenese bereits ausreichend erlaudrbeweisen die Korrektheit der mikro-
tomografischen Quantifizierung.

Weiterhin wurden die gemessenen Parenchymvolumach den unterschiedlichen Kontras-
tierungsverfahren aufgeschlisselt (Abb. 22). Diev@ichungen zwischen den gemessenen
Volumina innerhalb einer Gruppe kénnten sowohl anterschiedlich ausgepragte Schwere-
grade der Fibrose zurtickschliel3en, als auch audfadenhspezifische Prozesse hindeuten. Die
nativ fixierten Proben sind jedoch nicht zusatzkehfiziell beeinflusst durch eine Kontrastie-
rungsbehandlung. Die osmierten Proben ergeben imgl&eh zu den Nativ-Proben eine ahn-
liche Verteilung der Mel3werte, was flr eine gerik@gaflussnahme des Osmierungsprozesses
auf die urspringliche Gewebevolumina sprechen l&mie mit Bouninscher Losung behan-
delten Proben zeigen einen geringeren Mittelwedpg¢h wurden nach dem Nachweis von
deutlicher, randstandiger Kontrastmitteldepositmait folgender Beeintrachtigung im stan-
dardisierten Quantifizierungsprozess hiernach zoigvBroben untersucht, um genauere Aus-
sagen im Vergleich zu den anderen Kontrastieruregtswen zu treffen.

Weiterhin fanden wir bei den fibrotischen ProbemeeVerminderung des totalen Gefal3volu-
mens verglichen mit Kontrollproben. Die Formierumguer Gefal3e aus bereits existierenden
BlutgefalRen wird als Angiogenese bezeichnet uneirstwesentlicher Teil von physiologi-
schen und pathologischen Heilungsprozessen desiongas.

Die Rolle der Angiogenese bei pulmonaler Fibrosewn der Literatur weitgehend behan-
delt, wobei im Allgemeinen eine Verminderung derfdBelichte beschrieben wird. Bis zum
aktuellen Zeitpunkt ist unsere Studie die erstche fir die Gefal3quantifizierung nicht mit
einem Tiermodell sondern mit menschlichem Lungeregmnarbeitet und sich auf eine Quan-
tifizierung mittels Microtomographie beruft. Die 80-CT hat sich bereits in anderen Berei-
chen als ein dulRerst geeignetes Verfahren zurdlarsg und Messung von vaskularen Struk-
turen behauptet (Garcia-Sanz et al. 1998; Karaal.2001). Ebinae et. Al. evaluierten die
interstitielle Kapillardichte bei Bleomycin-induzter Lungenfibrose mit histologischen Far-

bungen gegen CD34 und von Willebrand Faktor (Ehal. 2004). Dabei wiesen sie in
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Arealen mit mafiger Fibrotisierung eine erhohte ied starker Fibrose eine verminderte
kapillare Dichte nach. Korrespodierend hierzu lreBeh in den untersuchten Proben entwe-
der erhodhte oder reduzierte Konzentration von agegiesestimulierenden Faktoren, wie der
Endotheliale Wachstumsfaktor oder Interleukin &hweeisen. Dieses histologische Verfah-
ren bestatigt unseren Nachweis des vermindertatetoGefallvolumens.

Peao at al. untersuchten licht- und elektronenmskwopisch die mikroanatomischen, vaskula-
ren Veranderungen in einem Bleomycin Tiermodell dengenfibrose (Peao et al. 1994).
Dabei fiel die Neoformation eines elaborierten Bektzwerkes in fibrotischen Arealen so-
wie peribronchial dominierend in Kombination miher eine Distorsion der alveolarkapilla-
ren GefalRRarchitektur auf. Diese atypischen GeféRBiesen von den Bronchialarterien auszu-
gehen und zeigten weiterhin epitheliale Verandeeand\ndere Studien Uber elektonenmik-
roskopisch darstellbare Gefal3variationen bei depmlycin —induzierten Lungenfibrose eva-
luierten den irreguléren Verlauf der Kapillarenewiir ihn dreidimensional abbilden konn-
ten, sowie einen erhohten GefalRdurchmesser mehtan Dilatationen und eine Verminde-
rung der kapillaren Aufzweigungen (Schraufnagedle986; Kwon et al. 1991). Diese Ver-
anderungen fihrten ebenso wie in unseren Ergelonissgesamt zu einer Abnahme der Ge-
samtoberflache der Kapillaren.

Mit unserer Quantifizierung des Gefaldvolumens tnage zu dieser Diskussion bei, wobei
unsere Messung mittels der Microtomographie an memaGewebe bisher einmalig ist. Un-
sere dreidimensionalen Darstellungen bestéatigerEdiebnisse der histologischen Studien,
indem sie den bei Lungenfibrose beschriebenensatiymieschlangelt, gewundenen GefalRver-
lauf in seiner gesamten Auspragung abbilden. Diss@nderungen lassen sich visuell gut
von dem GefalRbaum der Kontrollproben unterscheitterAbb. 18 wurde zudem gezeigt,
dass es bei den fibrotischen Proben insgesamnemeiermehrten Nachweis von Abbriichen
des Kontrastmittels kommt. Hierbei bleibt natirlishbeantwortet, ob es an einer tatsachlich
vorhandenen Abwesenheit von GefalRen liegt, ob @ik einfach artifiziell nicht darge-
stellt wurden, z.B. aufgrund eines zu niedrigendRes beim Einspritzen des Kontrastmittels
oder einer zu niedrig gewahlten Dosierung bzw.remmehohen Viskositat oder ob die Gefalie
aufgrund einer Pathologie (z.B. einer Stenosiergof)echter zu perfundieren waren.

Die dreidimensionale Rekonstruktion eines humanemus mittels des von Litzlbauer be-
schriebenen Rekonstruktionsalgorithmus (Litzlbaeteal. 2010) ist bei den Kontrollproben
anwendbar und liefert einen physiologisch konfigtien Azinus, wahrend bei fibrotischen
Proben eine pathologische Morphologie der verenftdtwege zur Darstellung kommt. Bei

den emphysematdsen Proben ist eine Rekonstrukiigedpen nicht méglich, die aufgeweite-
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ten Luftwege werden von dem Algorithmus nicht erkarso dass hier eine Rekonstruktion
nicht mdglich ist.

Die unterschiedlichen dreidimensionalen Darstelumgglichkeiten und Variationen mit ih-
ren Vorteile und Grenzen wurden vorangehend an$ichaarlautert. Hierbei haben u.a.
Schichtanzahl und Projektionstyp Einfluss auf digalat. Die Rekonstruktion des Paren-
chyms bildet zwar die Verminderung bzw. Erh6hung Barenchyms ab, erbringt jedoch in
Anbetracht der durchgeflhrten Messergebnisse kaisétzlichen Informtionen. Im Gegen-
satz dazu lassen sich bei der Gefal3rekonstruktginreder dritten Dimension die pathologi-
schen GefaRRveranderungen nachvollziehen, welchBiatostikum herangezogen werden
konnten.

Die Synchrotronstrahlung, die wir nutzten, um dieefizierten, filigranen Septen der Emphy-
semlungen bestmoglich abzubilden und zu quantiénicliefert eine bessere Bildauflésung
mit detaillierterer Abbildungsqualitat im Vergleictur Mikrofokusréontgenréhre. Aufgrund
der geringeren Verfugbarkeit bleibt diese Techrbkraspeziellen Fragestellungen vorbehal-
ten.

Insbesondere das zarte Lungenparenchym bietet diehtatrlichen, idealen Eigenschaften,
wie sie beispielsweise das Knochengewebe besitttnoumss deshalb durch Kontrastierung
und Fixierung vorbehandelt werden. Der KontrasegiGewebes wird dadurch erhéht, indem
man ein Element mit hoher Réntgendichte, welché$rdane hohere Ordnungszahl im Peri-
odensystem der Elemente besitzen muss, einbringjtewilin ist zu beachten, dass die organi-
sche Elastizitat, ein Hauptelement der Atemmechata@k Organ nach der Entnahme auf etwa
ein Drittel seiner Ursprungsgrof3e kollabieren |aEste realitatsnahe Abbildung der in vivo
existierenden Lungenarchitektur kann nur erfolgeenn die tatsachliche raumliche Ausdeh-
nung wiederhergestellt wird.

In dieser Studie untersuchten wir weiterhin versdahne Methoden zur Konservierung und
Kontrastierung des physiologischen als auch pagjimdben Lungenfeingewebes in Hinblick
auf qualitative und quantitative Messungen und @#csg im Mikrotomographen.

Die native Fixierung mit heilem Formalindampf emsvech schon an porcinem Lungenge-
webe als geeignete Methode zur microtomographisdbetersuchung (Litzlbauer et al.
2006). Bereits 1980 entwickelten Rau und Mitterm@rau et al. 1980) ein Verfahren fiur die
Formalindampfbeatmung in Inspirationsstellung.

Eine Modifizierung des Lungengewebes durch Forrfigation ist bekannt, so werden die
Proteine, wie beispielweise das enthaltene Kollagger Elastin, denaturiert und die Probe

wird dehydriert. Als Konsequenz kann ein mittleveumenverlust von bis zu 20% auftreten
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(Lum et al. 1995), wobei wir in unserer Studie leefBchrumpfung der Gewebeprobe beo-
bachteten.

Das Kontrastmittel Osmiumtetroxid (Ogbesitzt die Ordnungszahl 76 und oxidiert die un-
gesattigten Fettsauren der Zellmembran, an welsheexersibel bindet. Diese Schwermetal-
leinlagerung ist sichtbar als schwarze, metalligeadung der Probe und stellt das reduzierte
Osmium (Os@bzw metallisches Osmium) dar (Adams et al. 1968k Jahrzehnten wird die
Osmierung bereits in der Elektonenmikroskopie férsehiedenste Gewebe genutzt und hat
sich auch bei der Verarbeitung von Lungenparenchgmahrt (Low et al. 1954; Kanamura
1972). Auch bei der Kontrastierung von Lungengewiinadie Microtomographie wird die
Osmiumtetroxidbehandlung in Kombination mit dertlsgh-Punkt Trocknung bereits ange-
wandt (Litzlbauer et al. 2006; Ritman 2005; Hog@et2009). Es wird davon ausgegangen,
dass es durch das Verfahren zu keiner osmotisclobimménanderung kommt (Wangensteen
et al. 1981).

Eine Kontrastierung mit Silbernitrat bzw. Silbeddg wird in der Literatur mit verschiede-
nen Ergebnissen diskutiert. Eine Studie mit humahangengewebe ergab eine inhomogene
Kontrastierung (Watz et al. 2005), wahrend mit girleommerziell erhaltlichen Farbungskit,
welches bei emphysematésem murinem Lungengewebavangdt wurde, eine solche Be-
obachtung nicht gemacht wurde (Parameswaran 20@8). Das zuletzt genannte Verfahren
basiert auf einer von Merril et al. beschriebentpbleemischen Methode (Merril et al. 1981).
Um GefalRe messen oder darstellen zu kdnnen, mussreravaskulare Kontrastmittelgabe
erfolgen. Langheinrich untersuchte 2008 die Qualitéler Perfusion fur die beiden kommer-
ziell erhaltlichen und weit verbreiteten Kontradteli Microfil und Bariumsulfat. Hierbei
zeigte sich eine signifikant starkere Gefal3perfusio Microfil im Gegensatz zu Bariumsul-
fat (Langheinrich et al. 2008), weshalb die Wah$ d@ntrastmittel zur Gefal3perfusion in
dieser Studie auf Microfil fiel.

Zur Darstellung und Quantifizierung von Gefal3sysiermm verschiedenen Organen wird das
Kontrastmittel Microfil bereits seit den 60er Jahrerwendet (Cortell 1969; Langheinrich et
al. 2006; Young et al. 2008; Bentley et al. 200&rc&-Sanz et al. 1998). Auch die Abbil-
dung der pulmonalen GefaRarchitektur erfolgte mintastmittel, welches als Zwei-
Komponentensystem auf einer Silikon-Blei-Basis &lst{Ritman 2005). Das hydrophobe
Kontrastmittel ermoglicht eine homogene Perfusiod besitzt im Gegensatz zu etwa bari-
umsulfathaltigem Kontrastmittel eine geringere \disikat, was eine bessere kapillare Penetra-
tion und einen stabilen Ausguss von Gefalien eretiiglso konnen bereits Gefalde mit einem

Durchmesser unter 20um evaluiert werden (Marxesl.€2004). Des Weiteren hat Microfil
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polymere Eigenschaften, die eine Penetration ined@ravaskularen Raum verhindern. Es ist
einfach zu handhaben, hartet langsam aus und féhfrverschiedenen Viskositatsstufen er-
haltlich.

Die in unserer Studie verwendeten intervaskulatrastierten Proben dienen der Quantifizie-
rung der pulmonalen Gefal3strombahn. Die QualitatRéfusion zur Verifizierung der ho-
mogenen Kontrastierung aller Gefal3anteile wurdeosbwn der Einzelschichtdarstellung als
auch mittels dreidimensionaler Oberflachenrekohsivnen Uberprift. Dabei konnten beson-
ders gut die Kontinuitat der GefaRverlaufe durch daurchfahren“ der aufeinander folgen-
den Schichten beurteilt und Gefal3abbriiche detékienden.

Nach einer Fehlperfusion aufgrund zu starken Drsidde@m Einspritzen des Kontrastmittels
Microfil in das Gefalibett kam es bei ca. 8% dermPBrozu einer Ruptur eines Gefalies und
infolge dessen zu der Verteilung des Kontrastnsittel umliegenden Gewebe. Diese Scans
kénnen nicht mehr fur Quantifizierungen verwendetrden. Obwohl die Proben makrosko-
pisch auf Fehlperfusion kontrolliert wurden, iseéslioftmals erst im Scout view zu erkennen,
da das Kontrastmittel sich bis in die Tiefe des &ees verteilt, so dass oberflachlich nur ein
geringer Anteil der Kontrastmittelanreicherungenrlt werden kann. Je nachdem, im wel-
chem GefaRabschnitt die Lasion auftritt, konnen wbeausgehenden Gefal3e noch ausrei-
chend gut perfundiert und beurteilbar sein.

In der invertierten Abbildung fallt bei einigen Ben hingegen auf, dass sich das intervasku-
lar deponierte Microfil Kontrastmittel nicht immé&romogen in der gleichen Dichte anrei-
chert. Inshesondere in gréReren Gefallen mit vielttdstmittelvolumen sind unterschiedli-
che Grauwerte des Microfils zu finden. Dies istdmeters bei den quantitativen Messungen
zu berticksichtigen, da nun der die Gefal3e markiler@ichtewert bzw. Treshold eine grél3e-
re Spanne umfassen muss und damit die Qualita¥ldesung durch die Differenzierung von
Gewebe und GefalRsystem aufgrund Gberschneidendeieldierte erschwert ist.

Im Hinblick auf die verschiedenen Kontrastierundszw. Fixierungsverfahren des Pa-
renchyms, die in dieser Studie angewandt wurdegieresich in der Volumenmessung der
mit Osmium oder Bouninscher Losung behandelten érddeine signifikanten Volumenan-
derungen wie z.B. Schrumpfungen zwischen den witedlich behandelten Proben im Ver-
haltnis zum nativ belassenen Gewebe. Die mit Ositeitnoxid kontrastierten Proben zeigen
deutliche Unterschiede in der Detailgenauigkeit Hasenchyms gegeniber den nativ fixier-
ten Proben auf. Hier lassen sich groRe Gefal3e dnimmar Wandstruktur erkennen und
kleinste Alveolen darstellen. Ebenso ermdéglicht dagfahren das Netzwerk der dinnen Al-

veolarwande in seiner Gesamtheit abzubilden. Daripaus lassen sich die morphometrisch
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unterschiedlichen Strukturen (Alveolen, Bronchi@egpten) voneinander differenzieren und
ihrem histologischen Korrelat zuordnen.

Die mit Bouinscher Lésung behandelten Lungenprateigen eine vollstandige Kontrastie-
rung der Probe. Die Qualitat und Detaillierung Barstellung des Parenchyms ist allerdings
geringer, als bei der Osmierung, jedoch bessdraalsativer Behandlung.

In den nativ fixierten Proben kommt das Gewebe hgenazur Darstellung. Bei starker Aus-
pragung der Fibrose ergeben sich keine Nachteiléangleich zum kontrastierten Gewebe in
Bezug auf die Vollstandigkeit der Scanabbildunglodd lassen sich die unterschiedlichen
Strukturen des Parenchyms und der lufthaltigen dlbredume nicht differenzieren.

Bei den fibrotischen Proben mit hohem Parenchynilargéeggen die mit Osmiumtetroxid be-
handelten Proben eine vermehrte randbetonte Ameiolg mit Streustrahlung in diesen Be-
reichen. Wahrend sich bei 4 von 9 mit Osmium bebled Proben das Kontrastmittel
gleichmafiig randstéandig in einer durchschnittli¢h8éhm dicken Schicht anreichert, ist die
Deposition der Bouninschen Losung wesentlich gerinBies konnte evtuell durch vermehr-
te Waschungen bei Proben mit hohem Gewebeanteitiextl werden.

Im Gegensatz zu den fibrotischen Proben sind dgrdhen Septen der Kontrollproben we-
sentlich schwieriger darzustellen. Streustrahlsidgoei diesen Proben auferst hinderlich, da
sie leicht mit den Alveolarsepten verwechselt wartew. diese Uberdecken kann. Zudem
kann sie in der automatischen Quantifizierung nmitgesen werden. Bei den in unserer Studie
behandelten Kontrollproben kam es zu keiner vezglearen Anreicherung des Osmiums, wie
es bei den fibrotischen Proben der Fall war.

Mit der nativen Formalinfixierung verhindert mansdauftreten von Streustrahlung, wobei
wir vermehrt Ringartefakte beobachten. KonzentesRimgartefakte traten bei 5 von 56 Pro-
ben auf (ca. 9%), bevorzugt bei nativer Fixieru8@g entstehen durch einen schlecht einge-
stellten Detektor, indem kontinuierlich die auffesfde abgeschwachte Strahlung falsch, zu
hoch oder zu niedrig, bewertet wird (Barrett/Ke@042) und beeintrachtigen die Bildqualitat,
verfalschen jedoch nicht die quantitativen Messange

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass fuQudamntifizierungen eine Kontrastierung
nicht notwendig ist. Allerdings lasst sich die Fmktur der Lunge mit einer Kontrastierung
wesentlich besser beurteilen, so dass wir empfebiese durchzufuhren.

Wir konnten zeigen, dass fur einen Nachweis atyygisd/erlaufe der kleinen Gefal3e bzw.
deren Quantifizierung in fibrotischen Lungenprolveittels eines klinischen CT die verwen-
dete VoxelgroRe unter 250 um bzw. einem Voxelvolummeter 0,157 mrhliegen sollte. Hie-

raus lasst sich ein klinischer Nutzen ableiten, evateitere Untersuchungen genauere Anga-
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ben Uber die Haufigkeit dieser Gefal3pathologien dawahit Gber ihre diagnostische Wertig-
keit erbringen mussen.

Eine klinische Anwendung der Microtomographie im B@éagnostik von Lungenpathologien
ist unwahrscheinlich. In dieser Studie wurde ledigldie generelle Darstellbarkeit einer IPF
bzw. eines Emphysems mittels Micro-CT untersucine eliagnostische Zuordnung oder
Klassifizierung, wie es klinisch notwendig ist, @dt zur Zeit Uber die Histologie und ist
microtomographisch noch nicht untersucht. Zur Ansverg des Verfahrens muss eine Lun-
genbiopsie erfolgen. Dies ist bei Lungenfibroseuaktnur bei 10% der Patienten indiziert,
wenn im HRCT kein UIP typisches Muster detektierisabzw. durch Klinik oder Anamnese
Zweifel an der radiologischen Diagnose bestehenS(R000). Davon ist wiederum bei 15-
20% der Patienten mit einer ILD die Diagnose auabhneiner Gewebeuntersuchung noch
nicht eindeutig geklart. Zu beachten ist auch, dassh die klinisch relevante Diagnostik des
HRCT nicht die Lungenfeinstruktur abgebildet wishndern lediglich 10% des Parenchyms
dargestellt werden (Beigelman-Aubry et al. 2005y wvie bereits erwahnt, die Sensitivitat
des HRCT in der Diagnostik der IPF etwa 88% betragsonders milde Verlaufe konnen
dabei unerkannt bleiben (Orens et al. 1995). ZanBeortung der Frage, ob die Micro-CT in
diesen Fallen eventuell einen diagnostischen Nuieérn kann, missten noch weitere Un-
tersuchungen folgen. Bei der Erkrankung des Lung@hgsems ist die Durchfihrung einer
Biopsie hingegen bislang nicht dblich, so dass @merotomographische Gewebeuntersu-
chung hierbei auf Ausnahmefalle beschrankt wére.

Da die Micro-CT allerdings in der Lage ist, verlags die strukturellen Veranderungen des
Parenchyms bei Emphysem und Fibrose anzuzeigenghkdtiese Untersuchungen vielleicht
dazu beitragen, die Pathophysiologie dieser Erkrmaglbesser zu verstehen und neue Mdg-
lichkeiten von Therapie oder Diagnostik abzuleiten.

Im HRCT ist die Spezifizierung der Ursache von Velgrungen der Parenchymdichte oft
schwierig zu treffen, weil die zugrundeliegendethpbbgischen Prozesse aufgrund der gerin-
gen Auflésung nicht richtig abgebildet werden kdmn8o kann beispielweise die Milchglas-
verschattung durch eine Obliteration der kleineffitwege verursacht sein, allerdings auch
durch Parenchymproliferation, durch Hyperperfusioler durch einen verminderten Luftan-
teil. Die ortliche Auflésung der Micro-CT ubertitifflie der HRCT um den Faktor 100 und
kann helfen, die grundlegenden Veranderungen dalrs wozu die CT Scanner aktuell
nicht in der Lage sind. Daher kdnnen die Beobad#undes Lungenfeingewebes in den
Micro-CT Darstellungen wichtige Informationen fliednterpretation von HRCT Befunden

liefern, weshalb die Micro-CT als ein zusatzlich@srkzeug flr ex-vivo Studien von Patho-
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logien der menschlichen Lunge in Kombination mihislch etablierten bildgebenden Verfah-
ren genutzt werden kénnte.

Weitere Forschungen konnten dartber hinaus die moonptrischen Unterschiede in zwei-
und dreidimensionaler Darstellung zwischen denetien ILD und die Entwicklung eines
Score Systems zur Bestimmung von Schweregradeferghysem bzw. Lungenfibrose bei-
spielsweise anhand der gemessenen Paramter (Pareardkil/ Luftraumanteil) einschlie-
Ren.

Einflussfaktoren auf die Qualitat und Auswertungr dicans stellt die Erzeugung von
Streustrahlung dar. Diese entstehen durch Compti@hnl8ng. Wichtig ist zunachst einmal
die Vermeidung der Streustrahlen mit dem Ziel, dinke Qualitdt der Scans zu erreichen,
indem die Scanparameter optimal ausgewahlt werdenverschiedene Filter zur Reduzie-
rung von Artefakten verwendet werden. Bei dem Auiéin der nicht immer verhinderbaren
Streustrahlen gewinnt die richtige Wahl des maneiektellbaren Tresholds eine grol3ere Be-
deutung. Dieser wird solange vom Benutzer erhdist,die ausgewdahlte Flache moglichst
deckungsgleich zu dem Original wird. Gerade baéyrinen Strukturen, wie dem Alveolar-
netz einer gesunden, menschlichen Lunge oder feBefal3en, ist auf gute Kongruenz zu
achten, da ansonsten das Messergebnis fehlerhalft wi Lungengewebe zeigen die Streu-
strahlen meist gleiche Dichtewerte wie das Paremchiyd werden daher bei der Setzung des
Tresholds mit einbezogen. Da sie zu klein und zlreeh sind, lassen sie sich nicht voll-
standig, beispielsweise mit dem Edit Programm,eenén (s. Abb. 15). Besonders problema-
tisch ist die Erhéhung der Dichte des ParenchymshdBtreustrahlung, was besonders bei
der intervaskularen Kontrastierung auftritt.

Zu beachten bei den quantitativen Messungen isausgewogene Schatzung zwischen Ver-
lust des zu messenden tatsachlichen Gewebes dungiedrigen Treshold und einem falsch-

lich erhéhten Messergebnis durch markierte Strahktng bei zu hohem Treshold.

In unserer Studie konnten wir demnach die EignusrgMicrocomputertomographie zur Ge-
winnung wichtiger Informationen zum menschlichenngeanfeingewebe unter physiologi-

schen und pathophysiologischen Bedingungen denierestr
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5. Zusammenfassung

5.1 Deutsch
HINTERGRUND: Ziel der Arbeit ist es nachzuweiseass die Micro-CT als bildgebendes
Verfahren fur die Analyse humaner Lungenarchitekiirverschiedenen patophysiologischen

Veranderungen der Lungenfeinstruktur geeignet ist.

MATERIAL UND METHODEN: 27 humane Lungenproben, welche von einer Autopsie
stammen oder von Patienten mit schwerer Lungerdétazw. zentrilobularem Emphysem
chirurgisch entfernt wurden, wurden im Microtomqggran (Micro-CT) gescannt und mit 28
Kontrollproben verglichen. Die fibrotischen Probenrden zusatzlich mit Osmiumtetroxid,
Bouninscher Losung und dem intervaskularem Kontrétgl Microfil kontrastverstarkt. Die
emphysemattsen Proben wurden volumenkontrollierthdein Formalinverdampfungsver-
fahren fixiert. AnschlieRend wurden die Parameteft $issue Faction (Parenchym), Total
Air Space Fraction (Luftraume) und Vascular Voluf@ction (GefalRvolumern) quantifi-
ziert. Die Ergebnisse wurden durch Histologie begtéDie Analyse der Messergebnisse er-

folgte mit Varianzanalysetests (ANOVA).

ERGEBNISSE: Die quantitative Micro-CT Analyse zeigtine signifikante Vermehrung des
Soft Tissue Volumes der fibrotischen Lungen (8014 vs. 17 £ 9 %, p < 0.001) sowie eine
signifikante Reduzierung des Total Air Spaces innglech zu den Kontrollproben (13 + 8%
vs. 83 = 23%, p < 0.001). Gleichzeitig liel sicl Bidrose ein signifikant reduziertes Gefal3-
volumen (Vascular Volume Fraction) gegentuber nibhitischen Lungen (4 £ 2% vs. 14 +
8%, p < 0.03) nachweisen. Im Gegensatz dazu denmentesh die Proben mit schwerem Lun-
genemphysem eine signifikante Erh6hung des TotaBpaces und ein signifikant erniedrig-

tes Soft Tissue Volume verglichen mit den Kontmol(p < 0.001).

SCHLUSSFOLGERUNGEN: Unsere Ergebnisse zeigen, Mage-CT fir quantitative Ana-
lysen und Bewertungen der Lungenfeinstruktur uneméathologien eine hochst geeigente
Methode darstellt.
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5.2 Englisch
BACKGROUND: To evaluate the feasibility of micro-Gimaging for analysis of the human
lung in different pathophysiological alterationstloé lung fine-structure.

MATERIALS AND METHODS: Using micro-computed tomognay (micro-CT), 27 human
lung samples derived from autopsy and/or resedtan patients with severe lung fibrosis or
with severe centrilobular emphysema were scanndad@mpared to controls (n = 28). Fibrot-
ic samples were prepared and scanned contrast @thg@®smium or intravascular lead-
containing dye). Samples with emphysema were votomeolled fixed with hot formalin
vapor. Soft tissue fraction, total air space fi@ettand vascular volume fraction were quanti-
fied. Results were complemented by histology. D#feees on structural changes of the lung

were analyzed by variance statistics (ANOVA).

RESULTS: Quantitative micro-CT analysis showed gnigicant increase in soft tissue vol-
ume (fibrosis) of the lungs (87 £ 10 % vs. 17 + 9réspectively; p < 0.001) and a significant
reduction in total air space compared to contrb® £ 8% vs. 83 £ 23%, respectively; p <
0.001). Simultaneously, samples with lung fibragieswed a significant reduction in vascular
volume fraction compared to controls (4 + 2% vs.£18%, respectively; p < 0.03). In con-
trast, lung samples with severe emphysema demtetteasignificant increase in total air
space and a significant decrease in soft tissuanw®lcompared to controls (p < 0.001).

CONCLUSION: Our findings indicate that micro-CT fesasible for structural evaluation of

patho-physiological alterations of the human luingfstructure.
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6. AbkUrzungsverzeichnis

A. Arteria

AAT Alpha 1 Antitrypsin

Abb. Abbildung

ACS Akutes Koronarsyndrom

AlIP Acute Interstitial Lung Disease
AlIP Acute interstitial pneumonia

ANA Anti-nukleare Antikorper
ANOVA Analysis of variance

ATS American Thoracic Society
BAL Bronchoalveolare Lavage

BGA Blutgasanalyse

BIP Bronchiolitis Interstitial Pneumonia
BSG Blutsenkungsgeschwindigkeit
bzw. Beziehungsweise

ca. Circa

CCD Charged Coupled Device

CD Cluster of differentiation

CcO Kohlenmonoxid

CO, Kohlendioxid

COP Cryptogenic organising pneumonia

COPD Chronic Obstructive Pulmonal Disease

CPD Critical Point Dryer
CT Computertomographie
d.h. Das heil3t

DIP Desquamative Interstitial Pneumonia
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DLCO
DMP
DNA
DPLD
ERS
FEV1
FGF
FVC
ggf.
GIP
GOLD
HE
HgCl,
HIV
HRCT

HU

ILD
IPF
LDH
LIP
MIP
NETT
NSIP
NSLS

OsQ,

Diffusionskapazitat fur Kohlenmonoxid
2,2-Dimethoxypropan
Desoxyribonukleinsaure

Diffuse parenchymale Lungenkrankheiten
European Respiratory Society
Forcierte Einsekundenkapazitat
Fibroblast Growth Factor

Funktionelle Vitalkapazitat

Gegebenen Falles

Giant cell interstitial pneumonia

Global Initiative for Chronic Obstructive Lurigjsease
Hamatoxylin-Eosin

Quecksilberchlorid

Humanes Immundefizienz-Virus

High Resolution Computertomographie
Houndsfield Units

Interleukin

Interstitial Lung Diseases

Idiopathic Pulmonary Fibrosis
Laktatdehydrogenase

Lymphoid Interstitial Pneumonia
Maximum Intensity Projection

National Emphysema Treatment Trial
Nonspecific Interstitial Pneumonia
National Synchrotron Light Source

Osmiumtetroxid
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PDGF Plathled Derived Growth Faktor
PEEP Positiver End-Exspiratorischer Druck
PO, Sauerstoffpartialdruck

RB-ILD Respiratory bronchiolitis-associated intérat lung disease

Rr. Rami

RV Residualvolumen

S. Siehe

Sog. So genannt

Tab. Tabelle

TGV Thorakales Gasvolumen
TIFF Tagged Image File Format
TLC Totale Lungenkapazitat
TNF Tumornekrosefaktor

uUIP Usual Intestitial Pneumonia
VC Vitalkapazitat

VEGF Vascular Endothelial Growth Factor
V. Vena

Vv. Venae

WHO World Health Organisation

z.B. Zum Beispiel
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9. Anhang
9.1 Ubersicht uber die Proben zur Darstellung und Quarifizierung des Pa-
renchyms
Parenchym | Pat. Nr. | Laufende Probennr. | Kontrastierung
1 1 Osmium
Kontrolle 2 2 Osmium
3 3 Osmium
4 Nativ
5 Osmium
43 6 Osmium
7 Osmium
8 Osmium
9 Nativ
10 Osmium
Fibrose o 11 Osmium
12 Osmium
13 Nativ
14.1* | Nativ
- 15 Osm?um
16 Osmium
14.2* | Quecksilberchlorid
17 Quecksilberchlorid
18 Osmium
19 Osmium
20 Osmium
21 Osmium
Emphysem 4 22 Osmfum
23 Osmium
24 Osmium
25 Osmium
26 Osmium
27 Osmium
Gesamt 7 27*




Il - Anhang

9.2 Ubersicht liber die Proben zur Darstellung und Quarifizierung der Gefale

GefaRe | Pat. Nr. | Laufende Probennr. | Kontrastierung

28 | Microfil
29 | Microfil
30 | Microfil
4134* 31| Microfil
32 | Microfil
33 | Microfil
34 | Microfil
35 | Microfil

36 | Microfil
Kontrolle | 4269 37 | Microfil
38 | Microfil
39 | Microfil
40 | Microfil
41 | Microfil
42 | Microfil
43 | Microfil
44 | Microfil
45 | Microfil
46 | Microfil
47 | Microfil
4006 48 | Microfil
49 | Microfil
50 | Microfil
Fibrose 4134* 51 | Microfil
52 | Microfil
53 | Microfil
54 | Microfil
6852 55 | Microfil

3857

4649

6852

4560*

Gesamt 7 28
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